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Melanosomen im Real- und Fourierraum
Melanosomen sind etwa 1 µm kleine, in Melanozyten angesiedelte, Zellorganellen,
die das Pigment Melanin produzieren und speichern. Melanosomen schützen ihre
Wirtszellen vor schädlicher ultravioletter Strahlung und neutralisieren schädliche,
redoxaktive Metallionen. Fehlfunktionen dieser Organellen führen zu Erkrankun-
gen wie Hautkrebs und Albinismus. Diese Arbeit untersuchte die Hypothese, dass
strukturell veränderte Melanosomen der Auslöser für das Pigmentglaukom, eine
Augenkrankheit, sind. Dazu wurden murine Organellen des gesunden Wildtyps
C57BL/6J (B6) mit jenen des am Glaukom erkrankten Mutanten DBA/2J (D2)
verglichen. Um Artefakte durch Probenpräparation und Strahlenschäden auszu-
schließen, wurden Kleinwinkelröntgenstreuexperimente (SAXS) mit Synchrotron-
strahlung an suspendierten und vitrifizierten Melanosomen durchgeführt. Für die
Realisierung der Experimente wurde eine Kryo-Einheit für optische Mikroskopie
entwickelt. Die Korrelation optischer, kryo-mikroskopischer Bilder mit Raster-
Transmissionsröntgen-aufnahmen ergänzte die Interpretation von SAXS-Daten
bei harter Röntgenstrahlung. Die Analyse ergab, dass B6-Melanosomen über ei-
ne glatte Oberfläche verfügen. Sie sind aus dicht gepackten Untereinheiten mit
dem Streumassenradius RB6 = (22,6± 6,0) nm aufgebaut. D2-Organellen wei-
sen eine raue Oberfläche auf und haben eine granuläre Substruktur aus Elemen-
ten mit Streumassenradius RD2 = (31,3± 2,0) nm. Die Demonstration von Kryo-
Ptychographie im Wasserfenster und die computergestützte thermische Charak-
terisierung des Kryo-Transfersystems für die Vakuumkammer HORST erlaubt
einen Ausblick auf korrelative Kleinwinkelstreuung mit weicher Röntgenstrah-
lung.
Melanosomes in real and Fourier space
Melanosomes are about 1 µm small, melanocyte-based organelles, which produce
and store the pigment melanin. Melanosomes shield their host cells from harmful
ultra-violet radiation and sequester redox-active metal ions. Melanosomal mal-
functions cause diseases like skin cancer and albinism. The central hypothesis
of this thesis was that structurally altered melanosomes are the trigger for the
ocular affection pigmentary glaucoma. For this, murine organelles from the he-
althy wild type C57BL/6J (B6) were compared with the ones from the mutant
DBA/2J (D2) which develops glaucoma spontaneously. In order to avoid any arti-
facts due to sample preparation or radiation damage, small-angle X-ray scattering
experiments (SAXS) have been performed on suspended and vitrified melanoso-
mes. Therefore, a cryo-stage for an optical microscope has been designed. The
correlation of optical cryo-micrographs with scanning transmission X-ray images
supplemented the interpretation of SAXS data with hard X-rays. The analysis
showed that B6 organelles exhibit a smooth surface. They are made up of densely-
packed subunits with the radius of gyration RB6 = (22,6± 6,0) nm. D2 organel-
les feature a rough surface and show a granular substructure with constituents
of RD2 = (31,3± 2,0) nm. The demonstration of cryo-ptychography in the water
window in tandem with the thermal characterization of the cryo-transfer system
of the imaging vacuum chamber HORST paves the way for correlative small-angle
X-ray scattering with soft X-rays.
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1 Einleitung
Die auffallendsten äußeren Merkmale eines Menschen wie Augen-, Haar- und
Hautfarbe werden maßgeblich vom Farbstoff Melanin bestimmt [1–3]. Dieses ein-
zigartige Biopolymer gilt als das am stärksten lichtabsorbierende natürliche Pig-
ment. Es hat im Vergleich mit anderen Biofarbstoffen wie Chlorophyll, Karotin
oder Hämoglobin ein ungewöhnlich breites Absorptionsspektrum mit einer zu kur-
zen Wellenlängen ansteigenden Absorbanz [4, 5]. Der Sehapparat profitiert von
dieser Eigenschaft [6] in Form einer lichtdichten und gleichzeitig filigranen Iris.
Die pigmenttragende Schicht der Regenbogenhaut ist nur zwei Zelllagen dünn.
Darüber hinaus schützt Melanin das Gewebe vor schädlicher ultravioletter Strah-
lung [7–9].
Es existieren zwei Formen des Melanins: das braune bis schwarze Eumelanin
sowie das gelbe bis rote Phäomelanin, wobei das Erstgenannte beim Menschen
häufiger vorkommt [10]. Das farbliche Erscheinungsbild von Gewebe und Haaren
wird durch die relativen Konzentrationen der beiden Melaninsorten bestimmt [11].
Die Synthese dieser Biopolymere, die Melanogenese [2, 12–14], ist ein komplexer
Prozess, der in erster Linie vom Enzym Tyrosinase katalysiert wird.
Interessanterweise wirken die bei der Melanogenese involvierten Zwischenproduk-
te – hauptsächlich Indolchinone – zytotoxisch [15, 16]. Diese Tatsache könnte
erklären, warum Melanin ausschließlich innerhalb spezialisierter, gekapselter Or-
ganellen synthetisiert wird. Abgeleitet vom Namen des in ihnen gespeicherten
Pigments heißen sie Melanosomen [17–19].
Aktuelle Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass die biomedizinische Be-
deutung von Melanosomen weit über den Schutz vor schädlicher ultravioletter
Strahlung hinausgeht. So findet man Melanosomen nicht nur in Licht exponierten
Gewebeschichten sondern auch im Herzen [20], im Innenohr [21], im Fettgewebe
[22] und im Gehirn [23]. Während der Nutzen von Melanosomen in Nervengewebe
wahrscheinlich auf ihre Fähigkeit schädliche Metallionen zu absorbieren, zurück-
zuführen ist [23–25], sind die Wirkungskanäle der Organellen in den anderen
Fällen weitestgehend unbekannt [26].
Die Tatsache, dass Melanosomen an wichtigen Stellen des Organismus auftreten,
birgt gesundheitliche Risiken, sollten die Organellen in ihrer Funktion gestört
sein. Das Spektrum unerwünschter Einflüsse von Melanosomen auf den mensch-
lichen Organismus reicht von einer durch sie induzierten Wirkstoffresistenz in
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Hautkrebszellen [27, 28] bis hin zu malignem Melanom oder dem Albinismus
[29–32].
Eine weitere Erkrankung ist das sogenannte pigment dispersion syndrome (PDS)
[33], der Zustand pathologisch abgelösten und im Kammerwasser des Auges trei-
benden Irispigments. Die mit den Melanozyten freigesetzten Melanosomen blo-
ckieren das Trabekelwerk an der Iriswurzel und stören so den Austausch des stetig
produzierten Kammerwassers im Auge. Der steigende Augeninnendruck schädigt
den Sehnerv. Dieses sogenannte Pigmentglaukom kann im ungünstigsten Fall zur
vollständigen Erblindung führen.
Es wird vermutet [34], dass die Ursache des PDS in einer gestörten Kapselung
der Melanosomen liegt. Austretende zytotoxische Substanzen töten die Wirtszel-
len [35–37], woraufhin sich diese von der Iris ablösen. Um diese Hypothese zu
überprüfen, beschäftigt sich die hier präsentierte Arbeit mit der Untersuchung
möglicher Veränderungen von Melanosomen. Es ist zu erwarten, dass sich eine
gestörte Kapselung auf struktureller Ebene manifestiert [36, 38, 39].
Die Tatsache, dass geometrische und physikalische Charakteristika biologischen
und artifiziellen Materials physiologische Interaktions- und Wirkungsmechanis-
men beeinflussen können [40–44], erklärt das frühe wissenschaftliche Interesse an
der Entschlüsselung der Struktur von Melanosomen [18].
In Abhängigkeit ihrer Lokalisierung im Organismus können Melanosomen kugel-
förmig [45] oder elliptisch sein [46], wobei die Länge der Halbachsen typischer-
weise von 0,25 µm bis 2µm reicht. Man geht davon aus, dass Melanosomen ein
Grundgerüst aus Proteinfibrillen aufweisen [17, 47]. Es ist vorzugsweise entlang
der langen Halbachse der Organellen ausgerichtet und erscheint im Querschnitt
in konzentrischen Schichten aufgebaut [48]. Entlang dieser Struktur sind etwa
30nm große Pigmentkörnchen angeordnet. Es gibt Hinweise darauf, dass diese
über einen Kern aus Phäomelanin verfügen, der mit einer Schale aus Eumelanin
umgeben ist [49].
Aufgrund der geringen Größe dieser Organellen und ihrer außerordentlichen Ab-
sorbanz im sichtbaren Spektrum ist die klassische Lichtmikroskopie nicht in der
Lage ihre innere Struktur aufzulösen. So stammt das Wissen über die Ultrastruk-
tur von Melanosomen hauptsächlich aus der Transmissions-Elektronenmikroskopie
(TEM) [48, 50, 51]. Obwohl diese Methode sehr erfolgreich ist [52, 53], können
die notwendigen Präparationsschritte [54], wie Kontrastverstärker einsetzen, De-
hydrieren, Einbetten in Kunststoff und Schneiden, zu Artefakten führen [55–57].
Um das Innere von Proben ohne mechanische Eingriffe untersuchen zu können,
bedarf es materialdurchdringender Sonden. Röntgenstrahlen sind aufgrund ihrer
kurzen Wellenlängen in Kombination mit der Fähigkeit makroskopisch starkes
Material zu durchleuchten [58] einzigartig. Besonders auf dem Feld der Röntgen-
mikroskopie mit harter Strahlung hat sich das sogenannte coherent X-ray diffrac-
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tion imaging (CXDI) etabliert [59–62]. Dabei handelt es sich um eine linsenfreie
Methode, weshalb die erreichbare Auflösung in der Theorie nur durch die Wellen-
länge der verwendeten Strahlung limitiert ist. Allerdings erfordert die Methode
den Einsatz rechenintensiver Iterationsalgorithmen zur Rekonstruktion der Probe
[63].
Die Limitierung dieses klassischen CXDI auf räumlich begrenzte Proben [64], mo-
tivierte die Adaption einer aus der Elektronenbeugung bekannten Mikroskopie-
methode: der Ptychographie (ptychographic coherent diffraction imaging, PCDI)
[65, 66]. Sie erlaubt es, beliebig ausgedehnte Probenregionen zu untersuchen [67].
Ein weiterer Vorteil im Vergleich zu CXDI liegt in der Möglichkeit, nicht nur
die Amplituden- und Phaseninformation der Probe, sondern gleichzeitig auch die
komplexwertige Beleuchtungsfunktion zu rekonstruieren [68–70]. Die experimen-
telle Realisierung erfolgt durch Abrastern des zu untersuchenden Bereichs mit
einem räumlich begrenzten Strahl. Dabei sind die erreichbaren Auflösungswerte
nicht durch den Strahldurchmesser limitiert [71].
Die Raster-Transmissionsröntgenmikroskopie (scanning transmission X-ray mi-
croscopy, STXM) [66] folgt einem entgegengesetzten Ansatz. Sie verlagert den
methodischen Aufwand von rechenintensiven Iterationsverfahren auf die Instru-
mentierung. So wird das Röntgenlicht mit einer geeigneten Optik, in der Regel
einer Zonenplatte [72], auf wenige Nanometer fokussiert und die Probe damit ab-
gerastert [73–75]. Dabei definiert die Fokusgröße der Zonenplatte die erreichbare
Auflösungsgrenze. Die mit immer aufwendigeren Verfahren [76, 77] hergestellten
Optiken generieren Foki von etwa 10nm [78]. Die Stärke des Verfahrens liegt in
der zeitnahen Darstellung des abgerasterten Bereichs. Darüber hinaus lässt sich
STXM mit Röntgenfuoreszenzmessungen kombinieren [74].
Hochfokussierte Röntgenstrahlen sind allerdings problematisch. Denn neben der
Präparation können auch Strahlenschäden zur Artefaktbildung führen [79, 80]. Es
zeigt sich jedoch, dass strukturelle Veränderungen biologischen Materials, durch
eine kryogene Probenumgebung eingedämmt werden können [81]. So setzen neue-
re Entwicklungen in der TEM auf einen kombinierten Ansatz aus kraftfreier Ma-
terialausdünnung [82, 83] und tiefkalten Temperaturen [84–86].
In der Röntgenmikroskopie motiviert der Schritt zu einer kryogenen Probenum-
gebung die Anwendung weicher Photonenenergien. Im Fall von vitrifizierten, bio-
logischen Proben erweist sich das sogenannte Wasserfenster zwischen 290 eV und
540 eV als optimal. Hier ist die laut Rose-Kriterium [80] zum Erreichen einer
gewissen Auflösung notwendige Dosis minimal [87]. Dies hängt damit zusammen,
dass biologisches Material bei diesen Photonenenergien etwa eine Größenordnung
stärker absorbiert als Wasser [58]. Der Einsatz von kontrastverstärkenden Mitteln
ist somit unnötig [88].
So bietet insbesondere die Vollfeld-Transmissionsröntgenmikroskopie (full-field
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transmission X-ray microsopy, TXM) [66, 89, 90] eine Vielzahl an Möglichkei-
ten, biologische Proben in ihrer nativen, hydratisierten Form zu untersuchen. Es
können beispielsweise mit 40 nm [91] aufgelöste, dreidimensionale Strukturinfor-
mationen mit chemischen [92] oder fluoreszenzmikroskopischen Daten [93, 94]
korrelliert werden.
Allerdings hat die Entwicklung zu immer höheren Auflösungen Grenzen. Man
geht davon aus, dass die gegenpolig wirkenden Mechanismen der zur Abbildung
einer gewissen Strukturgröße notwendigen und tolerierbaren Strahlendosis in ei-
nem Wert von etwa 10nm münden [80]. Trotz dieser Limitierung können Prote-
instrukturen auf einer Skala von wenigen Ångstrom entschlüsselt werden [95].
Kleinwinkelstreuexperimente mit Röntgenlicht (small-angle X-ray scattering, SA-
XS) [96] machen dies möglich, weil die Messung auf einem großen Ensemble ähn-
licher bis identischer Einheiten beruht [97]. Die Anwendungsgebiete von SAXS
reichen von der Molekularbiologie [98] bis hin zu Materialwissenschaften[99].
Das Ziel der in den folgenden Kapiteln präsentierten Arbeit ist die Untersuchung
der Ultrastruktur von murinen Melanosomen und die Korrelation der gewonnenen
Ergebnisse mit dem Auftreten der Augenkrankheit Pigmentglaukom. Abweichend
von bisherigen Studien sollen die Proben in einem physiologisch intakten Zustand
an Synchrotronstrahlungsquellen untersucht werden.
Voraussetzung für diese Experimente ist unter anderem die Etablierung einer
kryogenen Probenumgebung. In diesem Zusammenhang stellt die Entwicklung
und Konstruktion einer Kryo-Einheit für optische Lichtmikroskopie bei tiefkalten
Temperaturen ein zentrales Element dar. Mit Hilfe von Computersimulationen
werden die kritischen Arbeitsschritte im Hinblick auf den thermischen Zustand
der Probe verifiziert.
Ebenso erfolgt eine computergestützte Charakterisierung des Kryo-Transfersys-
tems für die Vakuumkammer HORST. In Verbindung mit der Demonstration ei-
ner ptychographischen Rekonstruktion einer vitrifizierten Probe imWasserfenster,
erlaubt dies einen Ausblick auf zukünftige Experimente. So ließen sich etwa pty-
chographische Amplituden- und Phaseninformationen mit Kleinwinkelstreudaten
und kryogener, optischer Fluoreszenzmikroskopie korrelieren, um komplementäre
Informationen zu bündeln.
4
2 Theorie und Methoden
Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente beruhen – direkt oder
indirekt – auf der Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung mit Mate-
rie. Dabei kommt der Welle-Teilchen-Dualismus zum Tragen. Während Ptycho-
graphie und Vollfeldmikroskopie am besten mit Hilfe des Wellenbilds dargestellt
werden, beruht der Formalismus, welcher der Kleinwinkelstreuung zugrunde liegt,
auf dem Teilchenbild. Deshalb werden die Themen Propagation und Wechselwir-
kung von elektromagnetischer Strahlung in bzw. mit Materie ins Zentrum dieses
Kapitels gestellt. Hierauf basierend werden die theoretischen und methodischen
Grundlagen der verwendeten Experimentiertechniken erläutert. Darüber hinaus
wird ein Überblick des Themas Wärme- und Massentransport gegeben, um ei-
ne Basis für die thermischen Computersimulationen der Kapitel 6, 4 und 7 zu
schaffen.
2.1 Elektromagnetische Wellen
Elektromagnetische Wellen – insbesondere jene aus dem Röntgenspektrum – kön-
nen Materie durchdringen. Um die Auswirkungen von Materialeigenschaften auf
diesen Vorgang zu beschreiben, werden im ersten Abschnitt zunächst die Maxwell-
Gleichungen im Vakuum behandelt. Darauf aufbauend wird im Anschluss mit der
Herleitung des Brechungsindex der Übergang zur Propagation in Materie geschaf-
fen.
2.1.1 Propagation im Vakuum
Elektromagnetische Strahlung, bestehend aus orts- und zeitabhängigen Kompo-
nenten eines elektrischen und magnetischen Feldes E(r, t) bzw. B(r, t), kann voll-
ständig durch die Maxwell-Gleichungen beschrieben werden. Für den hier betrach-
teten Spezialfall eines strom- und ladungsfreien Vakuums reduzieren sie sich auf
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[100, 101]
∇E(r, t) = 0, (2.1a)
∇B(r, t) = 0, (2.1b)
∇× E(r, t) = −∂tB(r, t), (2.1c)
∇×B(r, t) = c−20 ∂tE(r, t), (2.1d)
wobei ∂t die partielle Ableitung nach der Zeit repräsentiert und die Lichtgeschwin-
digkeit c0 = 1/
√
ε0µ0 durch die elektrischen sowie magnetischen Feldkonstan-
ten ε0 = 8,85× 10−12AsV−1m−1 bzw. µ0 = 4pi × 10−7VsA−1m−1 dargestellt
werden kann. Die erneute Anwendung des rot-Operators – also die Bildung des
Kreuzproduktes von ∇ mit den Gl. (2.1) – führt auf die entkoppelten Ausdrücke
[100, 102]
∇2E(r, t) = ε0µ0∂2tE(r, t), (2.2a)
∇2B(r, t) = ε0µ0∂2tB(r, t). (2.2b)
Es handelt sich dabei um lineare, partielle und homogene Differentialgleichungen
zweiter Ordnung. Im späteren Verlauf des Kapitels wird deutlich, dass insbeson-
dere die Eigenschaft der Linearität bei elektromagnetischen Wellen eine wichtige
Rolle spielt.
Im weiteren Verlauf werden Lichtwellen losgelöst von E- und B-Feldern in einer
verallgemeinerten Form – der sogenannten komplexen Amplitude ψ(r, t) – darge-
stellt. Betrachtet man die in den Feldern symmetrischen Gleichungen (2.2), so ist
diese Vorgehensweise ohne Weiteres möglich und man erhält(
ε0µ0∂
2
t −∇2
)
ψ(r, t) = 0. (2.3)
Der Ansatz [100, 102]
ψp(r, t) = A0 exp[i(kr− ωt)] (2.4)
mit dem Wellenvektor k, der zur Schwingungsfrequenz ν proportionalen Kreis-
frequenz ω = 2piν, sowie der komplexen Konstante A0 löst die Gleichung(2.3).
Daraus folgt direkt die Verknüpfung λ = 2pi/|k| der Wellenlänge λ mit dem
Betrag des Wellenvektors.
Die Gleichung (2.4) stellt den Spezialfall einer einlaufenden ebenen Welle dar.
Das bedeutet, dass sich planare Fronten konstanter Phase ϕ(r, t) = (kr−ωt) mit
dem gegenseitigen Abstand λ = c0/ν in der Ausbreitungsrichtung k durch den
Raum bewegen.
Eine weitere mögliche Lösung der Gleichung (2.3) stellt die sphärische Welle [100]
ψs(r, t) =
A0
|r− r0| exp[i(k|r− r0| − ωt)] (2.5)
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dar. In diesem Fall sind die Flächen konstanter Phase kugelförmig und die Am-
plitude |ψs(r, t)| = A0/|r− r0| nimmt mit zunehmendem Abstand r = |r| vom
Wellenursprung r0 ab. Im Gegensatz zur ebenen Welle, gibt es keine ausgezeich-
nete Ausbreitungsrichtung.
Aus der Linearität der Differentialgleichungen (2.2) – und damit auch der Wel-
lengleichung (2.3) – folgt, dass jede Linearkombination [100]
ψn(r, t) =
n∑
i=1
ciψi(r, t), ∀ ci ∈ R, (2.6)
aus Lösungen ψi(r, t) der Wellengleichung auch selbst eine Lösung darstellt. Diese
Eigenschaft elektromagnetischer Wellen nennt sich Superpositionsprinzip. Umge-
kehrt bedeutet dies, dass jedes polychromatische Wellenpaket in monochromati-
sche Wellen zerlegt werden kann.
2.1.2 Propagation in Materie
Will man die Propagation von elektromagnetischen Wellen in Materie beschrei-
ben, so müssen die magnetischen und elektrischen Eigenschaften des Mediums
berücksichtigt werden, da die Strahlung selbst mit diesen Größen assoziiert ist.
Dies geschieht durch die elektrische Permittivität ε(r, t) und die magnetische Per-
meabilität µ(r, t).
Da die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben statisch sind, ist es gerecht-
fertigt anzunehmen, dass beide Größen keine Zeitabhängigkeit aufweisen. Zudem
kann man davon ausgehen, dass die Proben nicht magnetisch sind. Es bleibt al-
so eine ortsabhängige elektrische Permittivität ε(r) und µ(r) reduziert sich auf
das bereits aus dem Spezialfall des Vakuums bekannte µ0. Nimmt man weiter-
hin an, dass die Proben nicht geladen sind und keine Ströme fließen, haben die
Maxwell-Gleichungen die Form [100, 101]
∇[ε(r)E(r, t)] = 0, (2.7a)
∇B(r, t) = 0, (2.7b)
∇× E(r, t) = −∂tB(r, t), (2.7c)
∇×B(r, t) = µ0ε(r)∂tE(r, t). (2.7d)
Lockert man die Ortsabhängigkeit von ε(r) in dem Sinne, dass die Permittivi-
tät nur auf den Längenskalen vergleichbar mit der Wellenlänge der verwendeten
Strahlung – hier maximal einige Nanometer – konstant ist, so lassen sich die Glei-
chungen in E und B entkoppeln. Analog zur Gleichung (2.3) kann man damit
einen Übergang von der Maxwell-Darstellung zu(
µ0ε(r)∂2t −∇2
)
ψ(r, t) = 0 (2.8)
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machen. Einsetzen der ebenen Welle (2.4) liefert die Dispersionsrelation
|k|2 = ε(r)ω
2
ε0c0
. (2.9)
Definiert man
n(r) :=
√
ε(r)
ε0
(2.10)
als den dimensionslosen Brechungsindex eines nichtmagnetischen Materials, so
folgt aus der Relation (2.9), dass die Wellenlänge λn einer durch Materie pro-
pagierenden Welle eben um jenen Faktor im Vergleich zur Wellenlänge λ0 im
Vakuum modifiziert ist: λn = λ0/n(r). Das bedeutet auch, dass sich die Pha-
sengeschwindigkeit vϕ = ω/|k| = c0/n(r) elektromagnetischer Wellen in Materie
ändert.
2.1.3 Brechung und Absorption
Für Strahlung des Röntgenspektrums wird der Brechungsindex nichtmagnetischer
Materialien1 in der Form [72, 103, 104]
nλ(r) := 1− δλ(r) + iβλ(r) (2.11)
geschrieben. Dabei sind δλ(r) und βλ(r) realwertige, positive und dimensionslose
Zahlen. Somit ist der Brechungsindex für Röntgenlicht kleiner eins.2 Der Index λ
soll die Wellenlängenabhängigkeit der Brechzahl realer Materialien zum Ausdruck
bringen. Er wird aber im weiteren Verlauf der Übersichtlichkeit geopfert, ohne
die Wellenlängenabhängigkeit zu vergessen.
Setzt man die Dispersionsrelation (2.9) in die Gleichung (2.4) einer ebene Welle
ein, so wird deutlich, dass der Imaginärteil von n(r) die Dissipation von Strahlung
in Materie abbildet, während der Realteil von n(r) das Ausmaß der Phasenver-
schiebung in Relation zur freien Propagation beschreibt.
1Man beachte, dass der Beitrag von Leitungselektronen zur elektrischen Permittivität ε in
Definition (2.10) bei Röntgenstrahlung vernachlässigbar ist. Das bedeutet, freie Elektronen
eines Festkörpers haben weder Einfluß auf die Absorption noch auf die Phasenverschiebung
von Röntgenlicht.
2Es sei angemerkt, dass aus einem Brechungsindex n < 1 – wie das bei Röntgenstrahlen der
Fall ist – nicht die Verletzung der speziellen Relativitätstheorie folgt, wonach eine Signalüber-
tragung nicht mit einer höheren Geschwindigkeit als jener von Licht im Vakuum erfolgen
kann. Denn obwohl die Phasengeschwindigkeit vϕ von Wellen aus dem Röntgenspektrum in
Materie schneller sein kann als die Lichtgeschwindigkeit c0 im Vakuum, so ist damit nicht
der Transport von Energie oder Information betroffen. Diese physikalisch relevanten Größen
bewegen sich nämlich mit der Gruppengeschwindigkeit vg eines Wellenpakets. Einen Spezi-
alfall bilden hochdissipative Medien in denen die Signal- nicht der Gruppengeschwindigkeit
entspricht. Dort kann auch vg > c0 gelten [105].
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Das Lambert-Beer’sche Gesetz [103]
I(x) = I0 exp(−µx) (2.12)
bringt den exponentiellen Intensitätsabfall zum Ausdruck, dem Strahlung bei Pro-
pagation durch Materie unterworfen ist. Dabei ist I0 die Intensität der Welle vor
dem Eindringen in das absorbierende Medium, I(x) ist die Intensität der Welle
nachdem sie eine Wegstrecke x im Medium durchquert hat und µ ist der Absorp-
tionskoeffizient des Mediums. Aus der Definition (2.11) und der Gleichung (2.4)
folgt unmittelbar µ = 2piβ/λ0.
Das negative Vorzeichen in der Definition des Brechungsindex ist der Tatsache ge-
schuldet, dass Röntgenstrahlen, im Gegensatz zum sichtbaren Licht etwa, beim
Eintritt aus dem Vakuum in ein Medium von der Normalen – welche auf der
brechenden Oberfläche steht – weggebrochen werden. Da sich δ(r) üblicherweise
in den Größenordnungen 10−9 bis 10−2 bewegt, sind die Brechungswinkel aller-
dings äußerst klein. Zudem ist der Wert stark von der Wellenlänge der Strahlung
abhängig.
Diese Beobachtung lässt sich auch quantifizieren. Man findet für den Real- und
Imaginärteil des Brechungsindex [104]
<[n(r)] = 1− δ(r) = 1− re2piρA(r)λ
2
0Zf
′′ (2.13)
bzw.
=[n(r)] = β(r) = re2piρA(r)λ
2
0(f ′ + Z), (2.14)
wobei ρA(r) die ortsabhängige Teilchendichte (Atome pro Volumeneinheit) – und
somit auch zusammen mit der Ordnungszahl Z, die Ladungsdichte – des streuen-
den Materials ist. Die Größen f ′ sowie f ′′ stellen Korrekturfaktoren dar, welche
die erhöhte Wechselwirkung der Photonen mit dem Atom nahe seiner Absorpti-
onskanten berücksichtigen. Beide Faktoren sind für alle Elemente des Periodensys-
tems tabelliert. Für eine praktische Anwendung der Ausdrücke (2.13) und (2.14)
lässt sich die Teilchendichte mit der Avogadro-Zahl NA, der Massendichte ρ(r)
und der relativen Atommasse A darstellen: ρA(r) = NAρ/A.
Auf dieser Grundlage kann man den Brechungsindex von Materialien berechnen,
welche durch die allgemeine Strukturformel E1,k1E2,k2 . . .En,kn dargestellt werden,
indem die korrigierten Elektronendichten
ρδe,n(r) =
∑n
i=1 ki(Zi + f ′i)∑n
i=1 kiAi
NAρ(r) (2.15)
und
ρβe,n(r) =
∑n
i=1 kif
′′
i∑n
i=1 kiAi
NAρ(r) (2.16)
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Abbildung 2.1 – Brechung von Röntgenlicht an Metallen und einer organischen
Verbindung. (links) Verlauf des Dekrements δ des Brechungsindex n für die Ele-
mente Aluminium und Beryllium – beides typische Materialien für die Herstellung
diffraktiver Röntgenlinsen. (rechts) Verlauf der Anteile δ und β des Brechungsindex
im Röntgenspektrum für ein Modell-Melanosom, das aus dem Pigment Eumelanin
(C25O13N3H9) besteht. Die Dichte des Modellmelanosoms wurde mit 1,25 g cm−3
nach unten abgeschätzt. Strukturformel aus [106]. Mit Daten von [58].
ausgewertet und in ρA(r) eingesetzt werden. Sie beschreiben chemische Verbin-
dungen aus den Elementen Ei mit den Ordnungszahlen Zi, ihrer Häufigkeit ki und
den relativen Atommassen Ai, wobei ρ(r) die über alle am Ort r vorkommenden
Elemente gemittelte Massendichte ist.
Abbildung 2.1 gibt einen Überblick, wie sich der Wert δ zweier Materialien, die
typischerweise für Röntgenlinsen verwendet werden, über ein breites Röntgen-
spektrum verhält. Ausgehend von weicher Röntgenstrahlung bei 100 eV, wo δ
von Aluminium und Beryllium im Bereich von 10−2 liegt, fällt der Wert um vier
Größenordnungen hin zu harter Strahlung mit Photonenenergien bis 30 keV. Die
Beugungswinkel werden also mit zunehmender Photonenenergie kleiner.
Um einen exemplarischen Vergleich mit organischem Material ziehen zu können,
zeigt Abbildung 2.1 rechts die Auftragung der beiden Anteile δ und β des Bre-
chungsindex von Modellmelanosomen gegen die Photonenenergie.Modell deshalb,
weil an dieser Stelle die Annahme gemacht wird, dass Melanosomen – jene Orga-
nellen, die im Zentrum dieser Arbeit stehen – in erster Näherung komplett aus
Eumelanin (C25O13N3H9) bestehen. Die Dichte reinen Eumelanins kann anhand
seiner Summenformel zu ρEumelanin = 2,2 g cm−3 abgeschätzt werden [58]. Da da-
von auszugehen ist, dass das Pigment in den Melanosomen nicht dicht gepackt
ist, basieren die Graphen auf dem Wert ρModell = 1,25 g cm−3.3
3Die Dichte ρModell wurde mit der Tatsache abgeschätzt, dass Melanosomen – die in erster
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Abbildung 2.2 – Absorptionslän-
ge lµ der Elemente Aluminium
und Blei, sowie eines Modell-
Melanosoms aus dem Pigment Eu-
melanin. Die organische Probe
schwächt Röntgenphotonen im Be-
reich von 1 keV stärker ab als Alu-
minium. Analog zu Abbildung 2.1
wurde die Dichte des biologischen
Materials mit 1,25 g cm−3 nach un-
ten abgeschätzt. Mit Daten von
[58].
Die Kombination des Lambert-Beer’schen Gesetzes (2.12) mit dem expliziten Aus-
druck für den Imaginärteil des Brechungsindex (2.14) erlaubt die Bestimmung der
Elektronendichte einer Probe bekannter Dicke, indem man die Absorption von
Röntgenstrahlung misst. Zur Illustration der Eindringtiefe elektromagnetischer
Wellen in unterschiedliche Materialien, sind in Abbildung 2.2 die Absorptions-
längen lµ = 1/µ der Metalle Aluminium und Blei sowie des oben eingeführten
Modellmelanosoms gegen Photonenenergien des Röntgenspektrums aufgetragen.
2.2 Ptychographie
Die Ursprünge der Ptychographie gehen auf die Lösung des sogenannten Pha-
senproblems [107] von Kristallstrukturen in der Elektronenbeugung zurück [65].
Unter dem Phasenproblem versteht man die Tatsache, dass physikalische Detekto-
ren lediglich das Betragsquadrat I = |ψ|2 einer komplexwertigen Welle ψ messen
können, wobei die imaginäre Phase verloren geht. Die Lösung des Phasenpro-
blems wird im Allgemeinen als Phasenrückholung bezeichnet. Dabei müssen in
der Regel rechenintensive Algorithmen eingesetzt werden [63, 108], um die Phase
im Nachhinein zu rekonstruieren.
Diese Verfahren sind auf a priori Informationen angewiesen, wie etwa die Kennt-
nis über gewisse Aspekte der untersuchten Probe [63] oder die Eigenschaften der
verwendeten Beleuchtungsfunktion [67, 109]. Neuere Entwicklungen erlauben es,
sowohl die komplexwertige Objektfunktion, d. h. die Probe, als auch die Beleuch-
Näherung vollständig aus Eumelanin bestehen – mindestens so dicht sein müssen wie eine
2M Zuckerlösung (ρsuccrose2M = 1,25 g cm−3), da ein entsprechender Zuckergradient für die
Reinigung der Organellen mittels Zentrifugation verwendet wird (siehe Unterabschnitt 3.3.1)
[75].
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tungsfunktion gleichzeitig zu rekonstruieren [110–112]. Der Ansatz von Thibault
et al. [112], welcher zunächst mit harter Röntgenstrahlung demonstriert wurde
[68], dient in dieser Arbeit als Grundlage für die in Abschnitt 6.3.3 diskutierten
Ergebnisse. Im Folgenden werden die theoretischen Grundlagen des Algorithmus
erläutert.
Die Probe, welche durch die komplexwertige Transmissionsfunktion O(r) (Ob-
jektfunktion) vollständig charakterisiert ist, wird mit einer räumlich begrenzten
Sonde P (r− rj) (Beleuchtungsfunktion) an den Positionen rj, mit j = 1, . . . , N ,
abgerastert. Die so an jedem Ort rj direkt hinter der Probe erzeugte Wellenfront
[68]
ψj(r) = P (r− rj)O(r) (2.17)
propagiert durch den Raum und wird schließlich im Fernfeld mit Hilfe eines zwei-
dimensionalen Detektors in Form der Intensitätsverteilung [112]
Ij(q) = |F [ψj(r)]|2 (2.18)
aufgezeichnet, wobei F(·) die Fouriertransformation symbolisiert und q dem
Streuvektor im reziproken Raum entspricht. Somit ist das zu lösende ptycho-
graphische Problem definiert, wonach Funktionen P (r) und O(r) gesucht werden,
welche die Gleichungen (2.17) und (2.18) simultan erfüllen.
Der Lösungsalgorithmus funktioniert auf Grundlage der sogenannten difference
map [113]. Dieser Ansatz bietet sich an, wenn ein Problem dadurch gelöst wer-
den kann, dass ein Schnittpunkt zweier Mengen von Nebenbedingungen gefunden
werden muss. Im Fall der Phasenrückholung in der Ptychographie sind diese Men-
gen als overlap constraint und fourier constraint bekannt. Sie entsprechen den
Gleichungen (2.17) bzw. (2.18).
Die Suche nach einer Lösung findet in einem Euklid’schen Raum SN statt, der
einem Produkt der Räume Sj jeder einzelnen Wellenfunktion ψj entspricht. Ein
allgemeiner Zustandsvektor
Ψ = (ψ1, ψ2, . . . , ψN), (2.19)
der nicht unbedingt Lösung des ptychographischen Problems sein muss, kann
als ein Element des hochdimensionalen Raums SN betrachtet werden. Jene Zu-
standsvektoren Ψ, die Wellenfunktionen ψj enthalten, welche Lösung des overlap
constraint sind, spannen den Raum SO auf und jene, mit Wellenfunktionen ψj,
die den fourier constraint erfüllen, spannen SF auf.
Der Algorithmus der difference map führt sogenannte abstandsminimierende Pro-
jektionen auf Räume Π(Ψ) von Nebenbedingungen durch. Das bedeutet, der Ab-
stand ‖Ψ−Π(Ψ)‖2 wird minimiert, indem ein Element Ψ unter Beachtung einer
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Nebenbedingung variiert wird. Für den Fall des fourier constraint lautet die Pro-
jektion formal
ΠF(Ψ) : ψj → ψFj = pF(ψj). (2.20)
In der Praxis wird die Amplitude der Fouriertransformierten F(ψj) einer Wel-
lenfunktion ψj im jten Rasterpunkt durch das an dieser Stelle gemessene Signal√
Ij ersetzt.
Eine entsprechende Projektion für den overlap constraint lautet
ΠO(Ψ) : ψj → ψOj = Pˆ (r− rj)Oˆ(r). (2.21)
Das bedeutet, es müssen Funktionen Pˆ (r) und Oˆ(r) gefunden werden, welche den
Abstand
‖Ψ−ΨO‖2 =
∑
j
∑
r
∣∣∣ψj(r)− Pˆ (r− rj)Oˆ(r)∣∣∣2 (2.22)
minimieren. Das führt auf ein gekoppeltes Gleichungssystem mit den Elementen
Pˆ (r) =
∑
j Pˆ
∗(r− rj)ψj(r)∑
j
∣∣∣Pˆ (r− rj)∣∣∣2 (2.23)
und
Oˆ(r) =
∑
j Oˆ
∗(r− rj)ψj(r)∑
j
∣∣∣Oˆ(r− rj)∣∣∣2 . (2.24)
Dieses Gleichungssystem kann nicht auf analytischen Wege entkoppelt werden.
Es hat sich allerdings gezeigt, dass ein für wenige Iterationen abwechselndes An-
wenden jeweils einer Gleichung ausreicht, um ein Minimum zu finden [68].
Die formale Beschreibung des Lösungswegs des ptychograpischen Problems mün-
det in die folgende Rechenvorschrift: Die Wellenfunktion ψn+1j (r) wird in jedem
Rasterpunkt j und in jedem Iterationsschritt n anhand der rekursiven Gleichung
[63, 112]
ψn+1j (r) = ψnj (r) + pF
(
2Pˆ (r− rj)Oˆ(r)− ψnj (r)
)
− Pˆ (r− rj)Oˆ(r) (2.25)
aktualisiert. Um die Rekonstruktion eines ptychographischen Datensatzes mit Hil-
fe dieses Algorithmus beginnen zu können, benötigt man zunächst eine Schätzung
der Beleuchtungsfunktion O(r). Da der Algorithmus an dieser Stelle robust ist,
reicht es aus, mit einer in der Phase flachen Funktion und geschätzten lateralen
Ausdehnung (Aperturdurchmesser, Strahlfokus) zu beginnen.
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2.3 Wärme- und Massentransport
Wärmetransport erfolgt über die drei Wirkungskanäle Strahlung, Wärmeleitung
und Konvektion. In den ersten beiden Fällen dienen massefreie Photonen bzw.
die Quasiteilchen Phononen4 zur Energieübertragung. Nur der dritte Kanal ist
mit einem tatsächlichen Massentransport verbunden. In diesem Zusammenhang
werden am Ende des Abschnitts die Navier-Stokes-Gleichungen für kompressible
Fluide diskutiert. Die Strömungsmechanik wird im weiteren Verlauf der Arbeit,
beispielsweise in Kapitel 6, im Zusammenhang mit Computersimulationen von
Wärmeeinträgen in mechanische Bauteile benötigt.
2.3.1 Wärmestrahlung
Die Leistung PS, die eine Oberfläche A der Temperatur T an ihre Umgebung
abstrahlt, kann aus dem Planck’schen Strahlungsgesetz [101, 115]
%(ν, T ) = 8piν
2
c30
· 1exp [hν/kT ]− 1 (2.26)
abgeleitet werden. Es beschreibt die frequenzabhängige Energiedichte %(ν, T ) der
von einem schwarzen Hohlraum ausgesendeten Strahlung. Eliminiert man die
Frequenzabhängigkeit in Gleichung (2.26) durch Integration über ν, so erhält
man das Stefan-Boltzmann-Gesetz
PS = σAT 4, (2.27)
wobei in der Stefan-Boltzmann-Konstante σ = 5,760× 10−8Wm−2K−4 Propor-
tionalitätsfaktoren und Naturkonstanten zusammengefasst sind. Beim Übergang
von %(ν, T ) zu PS wurde zusätzlich zur Integration auch mit der Lichtgeschwin-
digkeit c0 multipliziert. Das rührt von der Überlegung, dass die Intensität der
Strahlung pro Zeiteinheit das Produkt aus seiner Energiedichte pro Volumenein-
heit und ihrer Geschwindigkeit ist.
Laut Kirchhoff kann die Strahlungsleistung jeder realen Oberfläche auf die eines
idealen schwarzen Strahlers zurückgeführt werden. Das äußert sich im erweiterten
Stefan-Boltzmann-Gesetz
PS = εσAT 4, (2.28)
wobei mit der dimensionslosen Emissivität 0 ≤ ε ≤ 1 Oberflächeneigenschaften
wie Rauheit berücksichtigt werden. Je kleiner ε, desto geringer ist der Bruchteil
der einfallenden Strahlung, die von einem Körper absorbiert, und damit auch
wieder abgestrahlt wird.
4Interessanterweise können die im Fokus dieser Arbeit stehenden Melanosomen Photonen
in Phononen umwandeln. Sowohl therapeutische Maßnahmen [114] als auch wechselwarme
Tiere machen sich diesen Mechnismus zu nutze [47].
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2.3.2 Wärmeleitung
Die Grundlage der Berechnungen von räumlichen Temperaturverteilungen T (r, t),
wie sie in den Kapiteln 6, 4 und 7 diskutiert werden, bildet die zeitabhängige
Wärmeleitungsgleichung [115]
ρCp
∂T
∂t
+∇(−k∇T ) = Q− ρCp(u∇T ) (2.29)
mit der Materialdichte ρ, der spezifischen Wärmekapazität Cp, der Wärmeleitfä-
higkeit k, der Wärmequelle Q und dem Geschwindigkeitsfeld u beteiligter Flüs-
sigkeiten oder Gase. Der letzte Parameter, und damit der zweite Summand der
rechten Seite von Gleichung (2.29), berücksichtigt Konvektionsströme.
Diese allgemeine Form der Wärmeleitungsgleichung kann dem zu lösenden Pro-
blem angepasst werden. Der einfachste vorstellbare Anwendungsfall, also ein sta-
tionäres Problems im Vakuum ohne Wärmequelle, würde etwa die Lösung von
∇(−k∇T ) = 0 erfordern.
2.3.3 Approximation der Konvektion
Der Wärmeaustausch durch Konvektion beruht auf Teilchenflüssen, seien es in-
kompressible Flüssigkeiten oder sogar kompressible Gase. Bei der Behandlung
solcher Problemstellungen müssen nichttriviale Gleichungen gelöst werden. In
Fällen, in denen die explizite Darstellung von Teilchenflüssen nicht notwendig
oder eine sehr genaue Lösung nicht erforderlich ist, lässt sich die Wärmeleitung
durch Konvektion mit vergleichsweise simplen Mitteln lösen. Die Leistung [115]
PK = hA(T − TU), (2.30)
die eine Oberfläche A der Temperatur T über Konvektion an die Umwelt mit der
Temperatur TU abführt, ist sowohl von ihrer Orientierung im Raum, als auch von
dem sie umgebenden Medium abhängig. Diese Parameter werden im Konvekti-
onskoeffizienten h zusammengefasst, welcher für häufig vorkommende Geometri-
en und Medien, wie etwa mit Luft, Wasser oder Öl betriebene Wärmetauscher,
tabelliert ist [116].
Der Koeffizient lässt sich als eine Art Wirkungsgrad des Wärmeaustauschs in-
terpretieren. Da h in Wirklichkeit von der Oberflächentemperatur abhängig ist,
reichen bei komplizierteren Situationen standardisierte Tabellenwerte nicht aus.
In diesem Fall muss die Berechnung mit Hilfe eines iterativen Verfahrens erfolgen.
Es existieren allerdings auch alternative Berechnungsansätze [117].
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2.3.4 Mechanik kompressibler Fluide
Laminare Teilchenströme, die durch Auftrieb, also lokale Dichteunterschiede, er-
zeugt werden, lassen sich mit der Navier-Stokes-Gleichung [115]
ρ
∂u
∂t
+ ρu = ∇
(
−pE+ η(∇u+ (∇u)T )− 23η(∇u)E
)
+ F (2.31)
zusammen mit der Bedingung
∂ρ
∂t
+∇(ρu) = 0, (2.32)
welche zeitabhängige Dichtevariationen berücksichtigt, beschreiben. Darin ist p
der Druck, E die Einheitsmatrix mit den Elementen Eij = δij, η die Viskosität
und
F = −g∆ρ (2.33)
die Auftriebskraft, die, getrieben durch die Dichtedifferenz ∆ρ, entgegen der Erd-
beschleunigung g wirkt. Der Druck und die Dichte hängen über das ideale Gas-
gesetz
ρ = pM
RT
(2.34)
voneinander ab, wobeiM das Molekulargewicht des vorhandenen Gases und R =
8,314 Jmol−1K−1 die universelle Gaskonstante ist. Anhand dieser Gleichung wird
deutlich, dass die Ursache der Konvektion – über den Umweg des Auftriebs –
lokale Temperaturunterschiede sind.
2.4 Kleinwinkelstreuung
Im Gegensatz zu Phänomenen wie Brechung und Beugung, die teilweise im Unter-
abschnitt 2.1.3 behandelt wurden und dem Wellencharakter elektromagnetischer
Strahlung zuzuschreiben sind, tritt bei der Streuung von Licht an Materie ihr Teil-
chencharakter zu Tage. Bei der Wechselwirkung von Photonen mit Materie spielt
die elektromagnetische Kraft eine Rolle. Somit „sehen“ Photonen ausschließlich
die Elektronenverteilung in Atomen, Molekülen und Kristallen.5 Da die Streuam-
plitude geladener Teilchen umgekehrt proportional zu ihrer Masse ist, kann der
Beitrag der etwa 2000 mal schwereren Protonen zum Streusignal vernachlässigt
werden [118].
5Ernerst Rutherfords Experiment zur Bestimmung der Teilchendichte innerhalb von Atomen,
wurde mit Alpha-Teilchen, also Helium-Kernen, durchgeführt, um die Protonen und Neu-
tronen in einer dünnen Goldfolie sichtbar zu machen.
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Die Wechselwirkung eines Photons mit einem Elektron kann – in Abhängigkeit
der Wellenlänge des Ersteren und des Bindungszustands des Letzteren – in zwei
Kategorien eingeordnet werden [101]. Im Fall der Thomson-Streuung reicht die
Energie des Photons nicht aus, um ein gebundenes Elektron anzuregen. Der Stoß
ändert die Ausbreitungsrichtung des Photons ohne seine Wellenlänge zu erhöhen.
Der Vorgang ist somit elastisch.
Von Compton-Streuung spricht man, wenn das Photon mit einem quasifreien
(EPhoton  EBindung,e) Elektron wechselwirkt und dabei einen Teil seiner Energie
an dieses überträgt. Der Vorgang ist inelastisch. Da die in dieser Arbeit verwende-
te Strahlung mehrere Größenordnungen höher ist als typische Bindungsenergien,
also ionisierend wirkt, dominiert die Compton-Streuung bei den in Abschnitt 8
diskutierten Experimenten.
Die zum Streuvektor q gehörende Streuamplitude I(q) ausgehend von monodi-
spersen in einer Lösung der Dichte ρ0 suspendierten Teilchen mit Volumen VP
und der Dichte ρ, ist [96, 119]
I(q) = VP(ρ− ρ0)2
∞∫
0
∞∫
0
∞∫
0
γ(r) exp(−iq · r) dr, (2.35)
wobei γ(r) die sogenannte Korrelationsfunktion ist und der Betrag q des rezipro-
ken Streuvektors über [119]
q = 4pin0
λ
sin
(
θ
2
)
(2.36)
mit dem Realraum zusammenhängt. Der Streuwinkel θ bezieht sich auf die opti-
sche Achse und λ entspricht der Wellenlänge der Photonen.
Die Streuintensität I(q) entspricht somit formal einer Fouriertransformation der
Korrelationsfunktion γ(r) des streuenden Systems. Sie kann als diejenige Wahr-
scheinlichkeit aufgefasst werden, mit der sich an einem Punkt im Raum im ra-
dialen Abstand r zu einem streuenden Element ebenfalls ein streuendes Element
befindet [120, 121].
Für Systeme, die der Annahme einer statistischen Isotropie genügen und zudem
die Korrelationsfunktion γ(r) bei großen Abständen r verschwindet, vereinfacht
sich die Streuintensität zu [96]
I(q) = VP(ρ− ρ0)2
∫ ∞
0
γ(r)
[
sin(qr)
qr
]
4pir2 dr. (2.37)
Problematisch bleibt die Korrelationsfunktion, die nur für sehr einfache Geometri-
en, wie beispielsweise Kugeln und Zylinder, analytisch gelöst werden kann [122].
Aufbauend auf der Vorstellung einer statistischen Isotropie beliebig geformter
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Objekte, kann diese Gleichung weiter vereinfacht und im Ergebnis handhabbar
gemacht werden. Der Ansatz ist, dass jedes Objekt durch eine mittlere Streudich-
te ρ(r) beschrieben werden kann, wenn man die echte Streudichte ρ(r) bezogen
auf den Massenschwerpunkt durch Rotationen und Translationen mittelt [123].
Dies ergibt eine Gauß-Kurve
γ(r) = exp
(
− 3r
2
2σ2
)
(2.38)
mit einer für das Objekt charakteristischen Breite σ. Dieser Ansatz führt schließ-
lich in Kombination mit Gleichung (2.35) zur sogenannten Guinier-Näherung
[96, 123, 124]
I(r) = A exp
(
−q
2Rg
3
)
(2.39)
mit einem Proportionalitätsfaktor A, der die Anzahl und Dichte streuender Ob-
jekte beschreibt und dem Trägheitsradius Rg =
√
2σ. Es ist klar, dass diese
Näherung der Streuintensität aufgrund der gemachten Annahmen nur für kleine
Streuwinkel gilt und zudem nicht die tatsächliche Form der untersuchten Objekte
aus gemessenen Streuintensitäten rekonstruieren kann. Es ist nichtsdestotrotz ein
nützliches Werkzeug, um etwa die Größe von Proteinen samt ihrer Molekülmasse
zu bestimmen [95].
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Präparation
Das folgende Kapitel befasst sich mit dem im Rahmen dieser Arbeit untersuch-
ten Probensystem: Melanosomen der Phänotypen C57BL/6J und DBA/2J. Dabei
geht es neben der Beschreibung dieser Organellen und ihrer Funktion, insbeson-
dere um die angewendeten Präparationstechniken – angefangen bei der Extrak-
tion der Melanosomen aus Mäusen, bis hin zu ihrer Vitrifizierung und Gefrier-
trocknung. Die Motivation einer kryogenen Probenumgebung unterstreicht den
in dieser Arbeit gewählten Ansatz, in erster Linie vitrifiziertes Material für Expe-
rimente an Synchrotronstrahlungsquellen zu verwenden.
3.1 Melanosomen
Melanosomen sind Zellorganellen der Pigmentzellen (Melanozyten [3]). Diese Or-
ganellen produzieren und speichern das Pigment Melanin [1], welches bei Wirbel-
tieren unter anderem für die Haar- und Hautfarbe sowie für die Erscheinung der
Iris verantwortlich ist. Es existieren zwei Formen des Melanins: das braune bis
schwarze Eumelanin, sowie das gelbe bis rote Phäomelanin, wobei das Erstgenann-
te beim Menschen häufiger ist. Das farbliche Erscheinungsbild von Gewebe und
Haaren wird durch die relativen Konzentrationen der beiden Melanine bestimmt.
Melanine sind lichtabsorbierende Biopolymere, die ausgehend von der Aminosäu-
re L-Tyrosin auf enzymatischem Weg gebildet werden [12–14]. Bis zum Edukt
DOPAchinon (DOPA kürzt 3,4-dihydroxyphenylalanin ab), das mit Hilfe des En-
zyms Tyrosinase über das Zwischenprodukt L-DOPA aus L-Tyrosin gebildet wird,
verläuft die Synthese beider Melaninsorten identisch. Dann trennen sich die Syn-
thesewege in zwei Äste. Während die Bildung des Phäomelanins zwei weitere
Schritte beinhaltet (Synthese von CysteinylDOPA unter Einwirkung von Cystein
oder der Cystein-Reserve Glutathion und Weiterreaktion zu Benzothiazinylala-
nin), besteht der Eumelanin-Ast aus sechs Präkursoren mit wiederum zwei Unter-
ästen. Ausgehend von DOPAchinon entsteht über cyclo-DOPA das DOPAchrom.
Von hier teilt sich der Syntheseweg in die Präkursoren 5,6-Dihydroxyindol (DHI)
und 5,6-Dihydroxyindol-2-carboxylat (DHICA). Deren Oxidationsprodukte Indol-
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Iris
Glaskörper
Sehnerv Linse
Lederhaut
Aderhaut
Schlemm-Kanal
Hornhaut
Pupille
vordere Augenkammer
hintere Augenkammer
Zillarkörper
Netzhaut
Zonulafasern
Iriswurzel
Abbildung 3.1 – Schnittansicht des menschlichen Auges. Bei der Augenkrank-
heit Glaukom kann das im Zillarkörper gebildete Kammerwasser nicht über den
Schlemm-Kanal abfließen, weil das an der Iriswurzel angesiedelte Trabekelwerk
verstopft ist. In der Folge steigt der Augeninnendruck, wodurch der Sehnerv ge-
schädigt wird. Obwohl anatomisch nicht identisch, dient diese Zeichnung auch zur
Veranschaulichung der in Unterabschnitt 3.3.1 beschriebenen Extraktion von Me-
lanosomen aus Mäuseaugen. Quelle: modifiziert anhand von [126].
5,6-chinon (IQ) bzw. Indol-5,6-chinon-2-carbonsäure (IQCA) sind die Bausteine
des Eumelanins.
Melanosomen, mit dem darin enthaltenen Melanin, bieten einen entscheidenden
physiologischen Nutzen. Sie schützen Gewebe vor schädlicher ultravioletter Strah-
lung, indem sie oxidativem Stress ausgesetzten Zellen [125] als Radikalfänger die-
nen [7, 8]. Gleichzeitig können die Pigmentorganellen aber auch eine Gefahr für
Organismen darstellen. Neben offensichtlich mit Melanosomen zusammenhängen-
den Krankheiten wie Albinismus [31], gibt es eine Reihe weiterer Erkrankungen,
die mit ihnen in Verbindung gebracht werden [29, 30].
Eine davon ist das das Auge betreffende Pigmentglaukom, bei dem ein erhöh-
ter Augeninnendruck im ungünstigsten Fall zur Erblindung führen kann. Obwohl
nicht endgültig geklärt, wird angenommen, dass eine gestörte Kapselung der bei
der Melanogenese involvierten Zwischenprodukte zu Beginn des Krankheitsver-
laufs für das Absterben der Melanozyten in der Iris verantwortlich ist [34]. Die
Präkursoren DOPAchinon, DOPAchrom, DHI, DHICA, IQ und IQCA des Me-
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lanin wirken zytotoxisch [15]. Sterben die Melanozyten ab, dann lösen sie sich
von der Regenbogenhaut und ihre Zellbestandteile sowie die Pigmentorganellen
selbst blockieren anschließend das an der Iriswurzel lokalisierte Trabekelwerk (sie-
he Abbildung 3.1). Der Zustand abnormal abgelösten und im Kammerwasser trei-
benden Irispigments wird als pigment dispersion syndrome (PDS) bezeichnet [33].
Durch die Blockade kann das im Zillarkörper stetig produzierte Kammerwasser
des Auges nicht mehr mit der notwendigen Rate über den Schlemm-Kanal abge-
führt werden. Der im Ergebnis steigende Augeninnendruck schädigt den Sehnerv.
Dies kann im ungünstigsten Fall zur vollständigen Erblindung der betroffenen
Person führen.
Heutige Therapiemöglichkeiten sehen in erster Linie eine Beseitigung der Symp-
tome, genauer die Normalisierung des Augeninnendrucks, vor. Das Geschieht in
der Regel mit Hilfe von Medikation, dem Einsatz von Laserlicht zur Lösung der
Trabekelblockade [127] oder einem operativen Eingriff, bei dem die Druckregu-
lation mechanisch erfolgt [128]. Wird die Krankheit frühzeitig behandelt, sind
keine bleibenden Schäden am Sehnerv zu erwarten. Somit besteht ein begründe-
tes Interesse den Auslöser des Pigmentglaukoms, also den Ursprung des PDS, zu
identifizieren.
Um die Hypothese der zuvor erwähnten fehlerhaften Kapselung zu testen, wurden
in dieser Arbeit Melanosomen zweier Mauslinien untersucht. Der gesundeWildtyp
C57BL/6J (B6) fungiert als Referenz, wohingegen der Mutant DBA/2J (D2) als
Spender potentiell krankhaft veränderter Organellen dient. Die Besonderheit der
D2-Maus liegt darin, dass sie spontan am Pigmentglaukom erkrankt. Anderson et
al. [34] konnten zeigen, dass dies an einer Mutation eines Gens liegt, das in Mäu-
sen das für die Melanogenese beteiligte Protein Tyrp1 reguliert. Außerdem wur-
den Unterschiede in der chemischen Komposition beider Phänotypen nachgewie-
sen [129]. Dazu wurden die Bindungszustände an der Sauerstoff-Absoptionskante
mittels Röntgen-Nahkanten-Absorbtions-Spektroskopie (NEXAFS) untersucht.
Es wird angenommen, dass sich die Fehlfunktion darüber hinaus in einer struk-
turellen Veränderung der Melanosomen manifestiert und so ein Austreten der
zytotoxischen Substanzen in das umgebende Gewebe ermöglicht wird. So ist et-
wa denkbar, dass die innere Organisation der Melanosomen, welche im Normal-
fall in Bezug auf eine optimale Kapselung der Zellgifte ausgelegt ist, bei einer
krankhaften Veränderung gestört ist. Die offensichtlichste Veränderung, welche
ein Austreten begünstigen dürfte, würde sich an der Organellenoberfläche mani-
festieren.
Aufgrund der geringen Größe der Melanosomen, die sich typischerweise im Bereich
von 0,2µm bis 1,0µm bewegen, ist davon auszugehen, dass die angesprochene
potentielle Strukturveränderung auf noch kleineren Größenskalen stattfindet. Es
muss also sichergestellt werden, dass sich weder die Probenpräparation noch die
Messungen selbst auf die Ultrastruktur der untersuchten Organellen auswirken.
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3.2 Motivation kryogener Experimente mit
Synchrotronstrahlung
Die Untersuchung biologischen Materials stellt in vielerlei Hinsicht eine Heraus-
forderung dar. Die Proben müssen zunächst in einer geeigneten Form vorliegen,
um sie mit der Methode der Wahl analysieren zu können. Wesentlich wichtiger
ist allerdings, dass die Präparation die tatsächliche Struktur bzw. die Zusammen-
setzung der Proben nicht verändert, da sonst die gewonnenen Erkenntnisse ihren
Bezug zur realen Biologie verlieren. Dadurch läuft das Experiment Gefahr, nur
als methodische Machbarkeitsstudie Verwendung zu finden.
Dies ist ein ernsthaftes Problem, denn ein biologischer Organismus funktioniert
durch eine Vielzahl von elektrochemischen, enzymatischen und hormonellen Pro-
zessen. Es ist ein Verbund aus fein aufeinander abgestimmten Interaktionen. Iso-
liert man einen Baustein des Organismus, etwa eine einzelne Zelle, um sie zu un-
tersuchen, so wird die Aussagekraft der gewonnenen Ergebnisse dadurch definiert,
wie sehr der untersuchte Aspekt auf eben dieses vielfältige biologische Umfeld an-
gewiesen ist. Kann dieser Zusammenhang vernachlässigt werden, oder spielt er
sogar keine Rolle, muss die nächste Hürde genommen werden: die Präparation.
Sie geht immer mit Eingriffen in die strukturelle und/oder chemische Ordnung
einer Probe einher. Die Ergebnisse sind umso aussagekräftiger, je geringer diese
Eingriffe sind.
Betrachtet man etwa die Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM), mit der
es möglich ist Strukturen in der Größenordnung von wenigen Ångstrom aufzulö-
sen [53], so begegnet man zwei technischen Gegebenheiten, die in der Regel mit
biologischem Material unvereinbar sind. Zum einen ist es die evakuierte Experi-
mentierumgebung und zum anderen eine hohe Energiedeposition in der Probe.
Es stellt sich also die Frage, in welchem Ausmaß die gemessenen Strukturen im
sub-Nanometerbereich mit der realen Ordnung übereinstimmen, wenn die Probe
vorher getrocknet, mit Schwermetallen zur Kontrastverstärkung angereichert, in
Harz eingebettet und schließlich in 100nm dünne Scheiben geschnitten wurde, um
sie untersuchen zu können. Es wurde gezeigt, dass bereits der in der TEM typi-
sche Einsatz von Aldehyden zur Fixierung biologischen Materials Auswirkungen
auf die Gültigkeit von Ergebnissen haben kann [55, 130, 131]. Neben präparati-
onsbedingten Eingriffen ist das Ausmaß von Strahlenschäden und ihr Einfluss auf
kleinste Strukturen ebenfalls eine wichtige Frage.
Die moderne Elektronenmikroskopie begegnet den geschilderten Problemen mit
einer kryogenen Probenumgebung [82] in Kombination mit einer kraftfreien Aus-
dünnungstechnik [84–86]. Die Einbettung von Proben in eine Eismatrix hat zwei
Vorteile. Zum einen liegen biologische Proben so in einer natürlichen, hydratisier-
ten Form vor, was für die biologische Relevanz der Ergebnisse wichtig ist. Und
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Abbildung 3.2 – Dosisabhän-
gigkeit der Wirkungskanäle
von Strahlenschäden: Bruch
chemischer Bindungen und
Materialverlust. Während der
Bruch chemischer Bindungen
unabhängig von der Proben-
umgebung ist, verhindert eine
kryogene Einbettung den Ver-
lust von Sauerstoff und somit
strukturelle Veränderungen.
Quelle: [81].
zum anderen verzögert der kryogene Zustand die Auswirkungen von Strahlenschä-
den [81].
So demonstrieren Beetz et al. [81], dass die Probentemperatur einen erheblichen
Einfluss auf das Ausmaß von Strahlenschäden hat. Dieser Zusammenhang ist in
Abbildung 3.2 dargestellt. Allerdings zeigt sich auch, dass die zwei Wirkungskanä-
le von in die Probe eingebrachter Energiedosis unterschiedlich auf die Umgebung-
stemperatur reagieren. Während strahleninduzierte Brüche chemischer Bindun-
gen in beiden Fällen mit gleicher Intensität auftreten, dämmt die Einbettung von
Probenmaterial in eine tiefkalte Eismatrix den Substanzverlust ein, der maßgeb-
lich für Strukturveränderungen verantwortlich.
Der intuitive Ansatz Strahlenschäden dadurch zu vermeiden, dass die Dosis mini-
miert wird, stellt sich laut Howells et al. [80] als nicht zielführend heraus. Es muss
nämlich zwischen einer tolerierbaren und einer notwendigen Dosis unterschieden
werden. Erstere stellt einen Grenzwert dar, ab dem Strukturveränderungen auf
einer gewissen Größenskala in einer Probe zu erwarten sind. Wohingegen Letz-
tere einer Schwelle entspricht, die überschritten werden muss, wenn eine gewisse
Auflösung erreicht werden soll.
Es gibt also einen Schnittpunkt beider Kurven im Diagramm, in dem die Dosis
gegen die Strukturgröße aufgetragen ist. Aktuell deutet alles darauf hin, dass
sich dieser Punkt im Fall vitrifizierten, biologischen Probenmaterials bei einer
Auflösungsgrenze von etwa 10 nm befindet. Bei jedem zusätzlichen Nanometer,
um den die Auflösung verbessert wurde, muss davon ausgegangen werden, dass
sich die abgebildete Struktur während der Messung verändert hat.
Um das volle minimalinvasive Potential kryogener Präparation auszuschöpfen,
muss materialdurchdringende Strahlung genutzt werden. In dieser Arbeit wurde
daher Synchrotronstrahlung verwendet, die in der Lage ist, biologische Proben
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mit einer Dicke von etwa 10 µm zu durchdringen.
3.3 Probenpräparation
Der Probenpräparation kommt eine entscheidende Bedeutung zu, wenn man über-
zeugende Schlüsse aus der Auswertung von Messdaten ziehen will. Die kommen-
den Abschnitte behandeln Präparationstechniken, die im Kontext dieser Arbeit
angewendet wurden. Dabei stand die strukturelle und chemische Unversehrtheit
der Proben im Vordergrund (siehe Kapitel 3.2). Allerdings mussten auch Ein-
schränkungen auf Seiten genutzter Experimentaufbauten berücksichtigt werden.
Dies resultierte in präparativen Kompromissen in Form von gefriergetrockneten
Proben.
3.3.1 Extraktion und Reinigung
Die Präparation folgt in Teilen dem Protokoll aus [75]. Ausgangspunkt jeder in
dieser Arbeit durchgeführten Probenpräparation ist jeweils eine lebende, sechs
Wochen alte Maus der Linie C57BL/6J [132] bzw. DBA/2J [133], bezogen vom
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA. Ihre Augen werden sofort nach
dem Töten durch Luxation der Halswirbelsäule als Ganzes entnommen und in ei-
ner Lösung (pH 7,2) aus 0,25M Saccharose und 10mM HEPES-Puffer [134, 135]
bis zur weiteren Verarbeitung im Eiswasserbad gekühlt aufbewahrt. Im nächs-
ten Schritt wird das Auge hinter dem Limbus cornae, also dem Übergang der
Hornhaut (Cornea) zur Lederhaut (Sclera), geöffnet (siehe rote Strichlinie in Ab-
bildung 3.3). Anschließend liegt der Augapfel (siehe Abbildung 3.1) geteilt vor
und man hat Zugang zur Linse (Lens). Indem man sie entfernt, liegt die Regen-
bogenhaut (Iris) frei. Sie kann mit einer feinen Pinzette entlang der Iriswurzel
(Radix iridis) vom Pigment-Epithelium abgelöst werden.
Um die die Melanosomen vom Zellmaterial der Iris zu trennen, wird aus ihr im ers-
ten Schritt ein Lysat hergestellt. Im Gegensatz zur natürlichen Lyse bei der eine
Zelle entweder durch das körpereigne Immunsystem oder durch den sogenann-
ten programmierten Zelltod zerstört wird, erfolgt sie in diesem Fall mechanisch.
Dabei wird die Iris mit Hilfe eines Glaspistills in einem Röhrchen (7ml Dounce-
Homogenisator von Kimble-Kontes) zerrieben. Man bewegt zunächst einen gro-
ben (Modell A) und anschließend einen feinen Pistill (Modell B) etwa 50 bzw. 30
mal auf und ab, bis eine homogene Suspension vorliegt. Das Lysieren erfolgt im
Eiswasserbad.
Eine zehnminütige Zentrifugation bei 700 g trennt die Suspension. Die größeren
Zellbestandteile liegen als Rückstand am Boden des Gefäßes vor, während sich die
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Sehnerv
Hornhaut
Limbus corneae
Muskulatur
Regenbogenhaut
Lederhaut
Abbildung 3.3 – Exrahiertes Auge einer
Wildtypmaus B6. Die transparente Hornhaut
wird durch den Limbus corneae von der Le-
derhaut getrennt. Um die Iris zu entfernen,
wird der Augapfel zunächst entlang der ro-
ten Strichlinie geöffnet. Entfernt man anschlie-
ßend die Linse, liegt die Iris frei und kann mit
einer Pinzette an der Iris-Wurzel vom Pigment
Epithelium abgelöst werden. Am hinteren En-
de des Augapfels befinden sich noch Reste von
Muskulatur und Sehnerv. Der Skalenbalken ist
2mm.
Melanosomen in der überstehenden Flüssigkeit befinden. Der Überstand wird ab-
pipettiert und in einem neuen Gefäß bei 14 000 g für 15min zentrifugiert. Schließ-
lich befinden sich die Organellen am Boden des Gefäßes. Der Überstand wird
dekantiert und die Melanosomen in frischem Puffer resuspendiert. Die Zentrifu-
gation findet unter ständiger Kühlung bei etwa 4 ◦C statt.
Nach den so weit beschriebenen Arbeitsschritten liegt das Probenmaterial Dank
des Puffers und der lückenlosen Kühlung in physiologisch intaktem Zustand vor.
Zwischen dem Tod des Tieres und der finalen Resuspension liegen in der Re-
gel nicht mehr als drei Stunden. Für den Preis einer potentiellen Verschiebung
hin zu einem unphysilogische(re)n Zustand, lässt sich ein erhöhter Reinheitsgrad
des Probenmaterials erreichen. Dazu wird die Suspension auf einen Saccharose-
Gradienten mit den diskreten Konzentrationen 1,0M (oben), 1,2M, 1,4M, 1,5M,
1,55M, 1,6M, 1,8M und 2,0M (unten) aufgebracht und anschließend für 60min
bei 100 000 g gekühlt zentrifugiert. Die Melanosomen werden dabei für eine aus-
gedehnte Zeitspanne osmotischem Stress ausgesetzt, der zu strukturellen Verän-
derungen des Materials führen kann.
3.3.2 Kryo-Fixierung
Die kryogene Fixierung, auch plungen genannt, beruht auf dem Ansatz, dass eine
hydratisierte Probe so schnell abgekühlt wird, dass das sie umgebende Wasser
beim Phasenübergang von flüssig zu fest amorph wird. Um amorphes Eis1 zu er-
halten, müssen Kühlraten rtemp in der Größenordnung 1× 104Ks−1 erreicht wer-
den [139, 140]. Das bedeutet in der Praxis, dass flüssiger Stickstoff als Kühlmittel
1Der aktuelle Stand der Forschung besagt, dass es fünf Formen amorphen Eises gibt [136].
Sie unterscheiden sich hauptsächlich in ihrer Dichte ρ und ihrer Präparationsmethode. Der
hier erzeugte amorphe Zustand ist das sogennante hyperquenched glassy water (HGW) mit
ρ = 0,94 g cm−3 [137, 138].
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ausscheidet. Der sogenannte Leidenfrost-Effekt, also die Bildung einer isolieren-
den Gasschicht um einen in flüssigen Stickstoff getauchten warmen Gegenstand,
verhindert eine ausreichende Kühlrate [141].
Man nutzt stattdessen flüssiges Ethan, oder wie in dieser Arbeit geschehen, eine
Mischung aus 37% Ethan und 63% Propan [139]. Das Propan senkt die Erstar-
rungstemperatur des ansonsten bereits bei 89,9K fest werdenden Ethans, ohne
die Wärmekapazität des Gemischs und damit seine Kühlwirkung signifikant zu
reduzieren. Das Gemisch erlaubt somit ein störungsfreies Arbeiten, weil die Pro-
zedur des gelegentlichen Verflüssigens des Ethans entfällt.
Aus der notwendigen Bedingung rtemp ≥ rmin = 1× 104Ks−1 ergeben sich auch
Einschränkungen in Bezug auf das Probensubstrat und die Probengröße. In bei-
den Fällen darf die Wärmekapazität – und damit auch die Masse – nicht so groß
sein, dass die Kühlrate unter den kritischen Wert rmin sinkt. Eine vergleichende
Studie zeigt [142], dass die Kühlrate einer 40µm dünnen Gewebeprobe, die in
80K kaltes Ethan getaucht wird, mit 17× 103Ks−1 nur um einen Faktor zwei
über der Mindestanforderung rmin liegt. Bereits bei einer Probenstärke von 80µm
fällt die mit flüssigem Ethan erreichbare Kühlrate auf 3,7× 103Ks−1 und somit
unterhalb den kritischen Wert.
Aus den geschilderten Voraussetzungen zur Erzeugung einer amorphen, vitrifizier-
ten Probe und den Ergebnissen der Vergleichsstudie folgt, dass sie im Idealfall auf
TEM-Netzchen (typischerweise 20µm dünnes Kupfer) aufgebracht werden sollte,
ohne selbst dabei eine Dicke von etwa 10 µm zu überschreiten. Damit darf auch
die die Probe umgebende Eisschicht gerade so dünn sein, dass beide zusammen
nicht dicker als 20µm sind. So ist gewährleistet, dass die zur Einhaltung der
Kühlratenbedingung rmin kritische Dicke von 40 µm nicht überschritten wird.
Um einen entsprechend dünnen Wasserfilm zu erzeugen, wird das sich auf dem
TEM-Netzchen befindende überschüssige Wasser geblottet. Das heißt, man führt
ein saugfähiges Stück Papier von hinten (unbefilmte Seite) an das TEM-Netzchen
heran, stellt einen Kontakt zu dem Wasser her und saugt es ab. Löst man das
Papier im richtigen Moment wieder ab und befördert das Netzchen im gleichen
Augenblick in eine tiefkalte Flüssigkeit, so erhält man im Idealfall eine Probe, die
in eine wenige 100nm dünne Eismatrix eingebettet ist. Ist diese schützende Eis-
schicht zu dünn oder gar nicht vorhanden, was bedeutet, dass zu lange geblottet
wurde, nimmt die Probe beim Vitrifizieren Schaden [94].
In der Praxis läuft die Vitrifizierung von Proben folgendermaßen ab. (i) Das
befilmte Probensubstrat (Kohlenstofffilm C-flatTMmit 2 µm großen Löchern im
Abstand von 4 µm [144] auf 200er Netzchen aus Kupfer) wird in einer Ozonat-
mosphäre für 10min aktiviert. Das erhöht die Hydrophlilizität des Films. (ii)
Die TEM-Netzchen werden mit einer inversen Pinzette (DUMONT Pinzette N5,
Plano) an ihrem Rand aufgenommen. (iii) Es werden 3µl bis 5 µl Probesuspen-
26
3.3 Probenpräparation
Behälter mit
fl. Ethan/Propan
Inverse Pinzette
mit TEM-Netzchen
Thermos u. Kelch
mit fl. Stickstoff
Abbildung 3.4 – Illustration des Vitrifizier-Apparats (Plunger) in einer Teilschnit-
tansicht. (links) In einem mit flüssigem Stickstoff gefüllten Thermos befindet sich
ein ebenso gefüllter Kelch, der über ein erhöhtes, Fingerhut großes Töpfchen ver-
fügt. Darin befindet sich das verflüssigte Gemisch aus Ethan und Propan. Im ersten
Schritt wird die mit einem TEM-Netzchen bestückte Pinzette in der Fallvorrich-
tung befestigt. (rechts) Nach dem Blotten wird die Guillotine ausgelöst. Die Probe
taucht mit etwa 1,3ms−1 in das Ethan/Propan-Kryogen ein [143] (vergrößerter
Ausschnitt).
sion mit einer Mikropipette auf die befilmte Seite des Netzchens aufgebracht.
(iv) Die Pinzette wird mit dem Netzchen in den in Abbildung 3.4 dargestellten
Vitrifizier-Apparat (im folgenden auch Plunger) eingespannt. (v) DasWasser wird
mit Filterpapier (WhatmanTM Cellulosepapier Grad Nr. 1 [145]) über die Rücksei-
te des Netzchens durch die Löcher in der Folie abgezogen. (vi) Das TEM-Netzchen
wird mit Hilfe der Schwerkraft in ein Töpfchen mit einem flüssigen Gemisch aus
Ethan und Propan geschossen. Schließlich kann das präparierte TEM-Netzchen
in einem passenden Probenbehälter bis zum Experiment in flüssigem Stickstoff
gelagert werden.
Damit der amorphe Zustand der Probe erhalten bleibt, muss sichergestellt wer-
den, dass sie die kritische Temperatur Tkr ab der das Eis langsam rekristallisiert
[146], nicht überschreitet. Da diese Temperaturschwelle schwierig zu bestimmen
ist [147], schwanken die Angaben dazu von 130K [148] bis 160K [149]. Am häu-
figsten wird die Temperatur Tkr = 136K genannt [150, 151]. Dieser Umstand fügt
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Abbildung 3.5 – Verlauf
des Sättigungsdampfdrucks
pS von Eis in Abhängigkeit
seiner Temperatur T nach
[152]. Soll amorphes Eis noch
vor Erreichen der kritischen
Rekristallisationstemperatur
sublimieren, so muss der
Umgebungsdruck unterhalb
von 9,4× 10−10mbar liegen.
Experimenten mit einer kryogenen Probenumgebung eine, neben der anspruchs-
vollen Präparation, zusätzliche Schwierigkeit hinzu. Während die Lagerung des
vitrifizierten Probenmaterials dank leicht verfügbarem flüssigen Stickstoffs in der
Regel unproblematisch ist, liegt in der Temperierung der Proben beim Experi-
mentieren die tatsächliche Herausforderung (siehe Kapitel 6 und Kapitel 4.).
3.3.3 Gefriertrocknung
Beim Gefriertrocknen wird der Umstand ausgenutzt, dass beim Phasenübergang
(siehe Abbildung 6.3) von fest zu gasförmig, der Sublimation, im Gegensatz zum
Übergang flüssig zu gasförmig keine strukturverändernde Volumenänderung statt-
findet. Die Sublimationsrate JS von einer ebenen Eisoberfläche der Temperatur T
ist vom temperaturabhängigen Sättigungsdampfdruck pS(T ) [152] abhängig. Sie
berechnet sich nach [153]
JS = αpS(T )
√
MW
2piRT , (3.1)
wobei 0 ≤ α ≤ 1 ein dimensionsloser Parameter ist, der als Verdampfungskoeffi-
zient2 bezeichnet wird, MW = 18,015× 10−3 kgmol−1 die molare Masse von Eis
ist und R = 8,315 Jmol−1K−1 der universellen Gaskonstante entspricht.
Eis kann nur dann sublimieren, wenn der Umgebungsdruck p unter dem Sätti-
gungsdampfdruck pS(T ) liegt. Da pS(T ) eine monoton steigende Funktion von
T ist, bedeutet das, dass der minimal erreichbare Umgebungsdruck die Tempe-
ratur nach unten begrenzt, bei der Sublimation stattfinden kann. Wie zuvor in
2Dieser Parameter gibt an, welcher Bruchteil von den auf der Fläche auftreffenden Wassermo-
lekülen der umgebenden Dampfphase auf ihr haften bleiben.
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Unterabschnitt 3.3.2 erläutert, sollte die amorphe Probe nicht die kritische Re-
kristallisationstemperatur Tkr = 136K überschreiten. Das bedeutet, dass der Um-
gebungsdruck während des Gefriertrocknens idealer Weise so niedrig wie möglich
sein sollte, um eine Sublimation bei Temperaturen T < Tkr zu ermöglichen. Der
Sättigungsdampfdruck von Eis der Temperatur Tkr = 136K beträgt laut der in
Abbildung 3.5 dargestellten Funktion 9,4× 10−10mbar.
Gleichzeitig muss beachtet werden, dass mit sinkender Eistemperatur seine Sub-
limationsrate fällt. Abbildung 3.6 zeigt wie sich die auf die Materialdichte nor-
mierte Sublimationsrate S = JS/% einer ebenen Eisfläche temperaturabhängig
entwickelt. So würde etwa eine 10µm dünne Eisschicht laut Gleichung (3.1) und
der Funktion pS(T ) aus [152] knapp 1000 Jahre brauchen, um bei der Tempe-
ratur T = 119K vollständig in die Gasphase überzugehen. In der Praxis muss
also ein Mittelweg in Hinsicht auf die gewählten Umgebungsparameter p und T
eingeschlagen werden.
Im Allgemeinen müssen Proben nicht vorher in amorphes Eis eingebettet wer-
den, um sie gefrierzutrocknen. Besteht allerdings der Anspruch, strukturell und
chemisch möglichst natives Material zu präparieren, so gelten die oben angeführ-
ten Argumente in Bezug auf die Vorteile der Vitrifizierung. Deshalb ist die in
Unterabschnitt 3.3.2 beschriebene Kryo-Fixierung der Gefriertrocknung von im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben vorausgegangen.
Man beachte allerdings, dass die Melanosomen vor der Vitrifizierung gewaschen
werden mussten. Es hat sich gezeigt, dass das verwendete Puffermedium bei der
Gefriertrocknung Rückstände hinterlässt, die zum Reißen der Kohlenstoffmembra-
nen führen. Dem Austausch des Mediums gegen destilliertes Wasser (Milli-Q R©)
ging eine dreistufige Verdünnungsreihe voraus. Ausgehend von 10 µL Probensus-
pension wurden die Mengen 30µL, 120µL und 800 µL Wasser hinzugefügt. Zwi-
schen den Verdünnungsschritten befand sich eine 15minütige Relaxationsphase.
Im Anschluss wurde die Suspension für 15min bei 14 000 g zentrifugiert. Nach
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dem Dekantieren des Überstands wurden die Melanosomen in reinem Milli-Q R©-
Wasser resuspendiert.
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Dieses Kapitel beschreibt die Konstruktion einer Kryo-Einheit für ein optisches
Mikroskop. Es beginnt mit der Motivation des Geräts vor dem Hintergrund der
in dieser Arbeit durchgeführten Experimente. Im Anschluss wird eine computer-
gestützte Machbarkeitsstudie diskutiert, bevor die Details der Kryo-Einheit und
ihre Funktionsweise vorgestellt werden. Das Kapitel schließt mit der Demonstra-
tion praktischer Vorteile der Korrelation von Absorptions- und Phasenkontrast-
aufnahmen in der optischen Kryo-Mikroskopie.
Der grundlegende Entwurf der hier vorgestellten Kryo-Einheit orientiert sich an
dem System von Rigort et al. [154]. Basierend auf diesem Ansatz, wurde ein Gerät
konstruiert, welches mit dem inversen Mikroskop TE2000 von NikonTM , Japan,
kompatibel ist. Dabei wurde besonderer Wert auf die Handhabung der Proben
gelegt. Dies gilt hauptsächlich in Bezug auf den kritischsten Teil des gesamten Ar-
beitsablaufs während des Mikroskopierens kryogenen Materials – seinen Transfer.
Er ist deshalb so problematisch, weil die tiefkalte Probe für den Einbau in das
Mikroskop durch feuchte Raumluft geführt werden muss, ohne dass sie mit dieser
in Kontakt tritt. Jegliche Luftexposition resultiert in einer Vereisung der Probe,
welche dadurch unbrauchbar wird. Zudem darf die Probentemperatur während
des Transfers nicht über 136K steigen.
4.1 Motivation
Wie in Abschnitt 3.2 diskutiert, birgt eine kryogene Probenpräparation enorme
Vorteile, wenn die strukturelle und chemische Unversehrtheit des zu untersuchen-
den Systems von besonderer Bedeutung ist. Allerdings bringt dieser Ansatz auch
Probleme mit sich. Eine dieser Schwierigkeiten ist die mikroskopische Charakte-
risierung der kryogenen Proben.
Besonders bei Experimenten an Synchrotrons, sowie jeglichen anderen wissen-
schaftlichen Anlagen, zu denen der Zugang durch einen Auswahlprozess regle-
mentiert ist, ist eine effiziente Nutzung der zugeteilten Messzeit wichtig. Dazu
gehört eine sorgfältige Vorbereitung des Experiments. Ein Aspekt ist dabei die
Arbeit mit optimal präparierten Proben und deren genaue örtliche Kenntnis. Die
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Vermessung der Proben, und noch wichtiger, die Kontrolle ihrer Präparation, ge-
lingt am besten mit Hilfe optischer Mikroskopie.
Beide Punkte erweisen sich als essentiell, wenn man die Versuche betrachtet, die
im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wurden. Streuexperimente etwa, bei denen
sich sowohl der Strahlfokus, als auch die Probe in der Größenordnung von 1µm
bewegen, sind undenkbar, wenn die Positionen der Proben auf dem Probenträger
nicht exakt bekannt sind.
Noch bevor die Proben für ein Experiment vermessen werden können, muss eine
optimale Präparation etabliert werden. Eine optische Kontrolle hilft dabei Feh-
lerquellen zu identifizieren, und eine gleichbleibende Qualität sicherzustellen. So-
mit ist der Bau einer optischen Kryo-Einheit Vorraussetzung für die erfolgreiche
Durchführung einer Reihe von in Kapitel 8 diskutierten Experimente.
4.2 Computergestützte Machbarkeitsstudie
Bevor ein konkretes Modell für die optische Kryo-Einheit entworfen und konstru-
iert wurde, sollte eine FEM-Simulation klären, wie die räumliche Temperaturver-
teilung einer stark vereinfachten Einheit in der Umgebung des Mikroskopobjek-
tivs und der Probe aussieht. Präziser formuliert: es sollte überprüft werden, ob
der Arbeitsabstand von etwa 3mm der zur Verfügung stehenden 40× bzw. 20×
Optiken (NikonTM ELWD CFI S Plan Fluor mit den Arbeitsabständen 2,8mm
bis 3,6mm bzw. 6,9mm bis 8,2mm) ausreicht, um die Probentemperatur nicht
über 136K hinaus steigen zu lassen, obwohl das sich in direkter Nähe befindende
Objektiv bei Raumtemperatur verbleibt.
Der Konstruktionsansatz für die Kryo-Einheit basiert auf einem massiven Kupfer-
block in dem die Probe platziert wird. Der Block wird mit Hilfe eines kryogenen
Stickstoffstroms, der ihn im Inneren durchfließt, gekühlt. Um ein tiefkaltes Tem-
peraturniveau zunächst erreichen und anschließend aufrechterhalten zu können,
ist der Kupferblock in einem isolierten Gehäuse untergebracht. Dies hat zusätz-
lich den Vorteil, dass in direkter Umgebung der Probe eine schützende, trockene
Stickstoffatmosphäre sichergestellt werden kann. Die Einheit verfügt über zwei
Öffnungen. An der Unterseite besteht Zugang für das Objektiv. Gegenüberliegend
an der Oberseite befindet sich der Kondensor.
Auf der Basis des soeben umrissenen Aufbaus der Kryo-Einheit, wurde das in
Abbildung 4.1 dargestellte zweidimensionale Modell erstellt. Rotiert um die opti-
sche Achse, dient es als Grundlage der computergestützten Machbarkeitsstudie.
Dabei wurde auf ein rotationssymmetrisches Modell zurückgegriffen, um die Re-
chenzeit zu minimieren, ohne allzu sehr von realen Bedingungen abzuweichen.
Es handelt sich um einen mit Stickstoffgas gefüllten Behälter in dessen Mitte ein
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Deckgläschen
TEM-Netzchen
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Kupferblock
Isolierung
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Stickstoff
Abbildung 4.1 – Zweidimensionales rotationssymmetrisches Modell der optischen
Kryo-Einheit das als Grundlage für eine computergestützte Machbarkeitsstudie
dient. Das simulierte dreidimensionale Modell ergibt sich aus der Rotation um die
gestrichelte Achse. Der Kupferblock (orange) ist in einer Isolierwanne aus Hart-
schaumstoff (gelb) untergebracht. Das Gehäuse der Einheit besteht aus PVC (dun-
kelgrün). Der Abstand zwischen dem Objektiv aus Aluminium (hellgrün) und Pro-
be beträgt 3,1mm. Der Innenraum der Einheit ist mit Stickstoff (blau) gefüllt.
Zwei thermische Randbedingungen – eine Fläche im Kupferblock bei 80K und
die Unterseite des Objektivs bei 293K – bilden sowohl die Kühlung als auch die
Wärmeeinträge ab.
mit Styropor und Kunststoff isolierter Kupferblock platziert ist. Die Kühlung des
Kupferblocks wird in Form einer thermischen Randbedingung abgebildet: an ei-
ner Fläche in seinem Inneren wird eine konstante Temperatur von 80K definiert.
Der Kondensor wird in der Machbarkeitsstudie nicht berücksichtigt, da er einen
vernachlässigbaren Einfluss auf die Temperatur in Probennähe hat.
Der Abstand zwischen der Probe und dem Objektiv beträgt 3,1mm. Beide Ele-
mente werden durch ein 170µm dünnes Deckgläschen aus Glas getrennt. Während
die Temperatur der Probe über den Kupferblock bestimmt wird, befindet sich das
untere Ende des Objektivs definitionsgemäß auf Raumtemperatur. Diese Randbe-
dingung soll die im Vergleich zur Kryo-Einheit viel höhere Wärmekapazität des
massiven Mikroskops widerspiegeln. Schließlich tauscht die Kryo-Einheit Wärme
über alle äußeren Gehäuseflächen durch natürliche Konvektion mit einer 293K
warmen Luftatmosphäre aus. Dieser Beitrag wird implizit über einen für jede
einzelne Fläche iterativ berechneten Konvektionskoeffizienten h ermittelt (siehe
Unterabschnitt 6.2.1). Aufgrund der zu erwartenden geringen Temperaturunter-
schiede zwischen der äußeren Gehäuseflächen und der Umwelt, sind Strahlungs-
beiträge vernachlässigbar.
Im Gegensatz dazu wird ein Wärmeaustausch durch Strahlung zwischen den Ele-
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Abbildung 4.2 – Simulation der Temperaturverhältnisse in einer vereinfachten op-
tischen Kryo-Einheit. (links) Dreidimensionale Temperaturverteilung wie sie sich
nach 60 s, gegeben durch die gesetzten thermischen Randbedingungen (eine Fläche
innerhalb des Kupferblocks bei 80K, Unterseite des Objektivs bei 293K), einstellt.
(rechts) Temperaturgradient entlang der Rotationsachse des Modells. Der in Abbil-
dung 4.1 vergrößert dargestellte Ausschnitt entlang der Rotationsachse entspricht
dem Ortsintervall −0,6mm bis 4,8mm. Auf den 3,1mm zwischen Probe und Ob-
jektiv wird ein Temperaturunterschied von etwa 210K überbrückt.
menten Objektiv, Deckgläschen und TEM-Netzchen berücksichtigt. Außerdem
erfasst die Simulation explizit Konvektionsströme, die sich im Inneren der Ein-
heit aufgrund der vorhandenen Temperaturdifferenzen bilden. Da diese keinen
zeitunabhängigen Gleichgewichtszustand erreichen, wurde eine zeitabhängige Si-
mulation durchgeführt. Nach einer ausreichend langen Zeitspanne1, erreichen zu-
mindest die Festkörper des Modells einen thermischen Gleichgewichtszustand,
dessen Ergebnisse in Abbildung 4.2 zusammengefasst sind.
Auf der linken Seite ist eine Schnittansicht des um die optische Achse rotierten
Modells aus Abbildung 4.1 dargestellt. Die Graphik zeigt die räumliche Tempe-
raturverteilung 60 s nachdem die Simulation gestartet wurde. Während die Ge-
häusetemperatur zwischen 260K und 285K liegt, ist der Kupferblock 80K kalt.
Der Temperaturverlauf im Bereich zwischen Objektiv und Probe ist auf der rech-
ten Seite dargestellt. Der in Abbildung 4.2 vergrößerte Ausschnitt entlang der
Rotationsachse entspricht dem Ortsintervall −0,6mm bis 4,8mm, wobei sich das
TEM-Netzchen, das Deckgläschen und das Objektiv bei 3,1mm, 0,7mm bzw.
0,0mm befinden.
1In diesem Fall erreicht die Simulation bereits nach etwa 30 s einen „asymptotischen Gleich-
gewichtszustand“ auf einer Skalenlänge, die für unsere Fragestellung ausreichend ist. Die
kurze Zeitspanne resultiert aus den gewählten Randbedingungen in Form von konstanten
Temperaturen auf zwei Oberflächen des Systems. Das ist gleichzusetzen mit unendlich hohen
Kühl- bzw. Heizleistungen. Die Zeit bis zum Erreichen des Gleichgewichts wird somit nur
durch die Wärmeleitfähigkeit der Materialien und duch deren anfänglichen Wärmegehalt
bestimmt.
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Abbildung 4.3 – Im Mikroskop einge-
baute optische Kryo-Einheit, hier rot ein-
gefärbt. Sie befindet sich auf einem moto-
risierten Verfahrtisch. So kann der gesam-
te Bereich auf den TEM-Netzchen mikro-
skopiert werden. Der Kondensor ragt in
die zentrale Öffnung des oberen Gehäu-
sedeckels, während sich das Objektiv in
der zentralen Öffnung des unteren Gehäu-
seteils befindet. Die Spalte zwischen bei-
den Baugruppen sind mit Schaumgum-
miringen abgedichtet. Um Kondensati-
on im Bereich des Objektivs zu verhin-
dern, wird der Zwischenraum zwischen
Optik und Deckglas kontinuierlich mit
trockenem Stickstoff gespült.
Aus dem simulierten Temperaturverlauf, bei dem etwa 210K auf einer Strecke
von 3,1mm zwischen Optik und Probe überbrückt werden, lässt sich schließen,
dass eine auf dem hier dargelegten Ansatz beruhende Kryo-Einheit generell funk-
tioniert. Die Probe bleibt – eine adäquate Kühlung vorausgesetzt – trotz eines in
direkter Umgebung platzierten Objektivs, das bei Raumtemperatur arbeitet, auf
dem Temperaturniveau des Kupferblocks.
4.3 Konstruktion der optischen Kryo-Einheit
Die optische Kryo-Einheit, welche in Abbildung 4.3 zusammen mit dem Mikro-
skop und in Abbildung 4.4 im Detail dargestellt ist, besteht aus vier Haupt-
komponenten: (i) Der Kupferblock beherbergt die Probe und sorgt für stabi-
le Temperaturverhältnisse. (ii) Die Isolationswanne aus Styrodur R© (Polystyrol-
Hartschaumstoff), die den Kupferblock umgibt, minimiert störende Wärmeeinträ-
ge. (iii) Im alles einschließenden Kunststoffgehäuse sind Schließvorrichtungen und
Kanäle eingearbeitet, um Stickstoffströme zu lenken. Das Gehäuse sorgt für eine
wasserfreie Atmosphäre in direkter Umgebung der Probe. (iv) Der mit flüssigem
Stickstoff gefüllte Metallbehälter unterstützt die Primärkühlung des Wärmetau-
schers.
Wie in Abbildung 4.4 zu erkennen, verfügt die Kryo-Einheit über zwei Öffnungen
entlang der optischen Achse. Jene im oberen Gehäuseteil nimmt die Kondensor-
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Abbildung 4.4 – Illustration der optischen Kryo-Einheit in einer Viertel-
Schnittansicht. Der Kupferblock bildet die zentrale aktiv gekühlte Einheit, in
der sich die Probe befindet. Er ist von einer isolierenden Wanne aus Polystyrol-
Hartschaumstoff umgeben, welche wiederum in einem Kunststoffgehäuse unterge-
bracht ist. Der oben montierte mit flüssigem Stickstoff gefüllte Behälter steht in
Kontakt mit dem Kupferblock, um die Primärkühlung durch tiefkaltes Gas aus
einem Wärmetauscher zu unterstützen. Das Objektiv des inversen Mikroskops be-
findet sich knapp 3mm unterhalb der Probe.
einheit des Mikroskops auf, während jene im unteren Gehäuseteil Platz für das
Objektiv lässt. Das Objektiv und der Kupferblock sind durch ein dünnes Deckgläs-
chen getrennt. Da das Glas laut der Simulation in Abschnitt 4.2 im Gleichgewicht
etwa 255K kalt wird, besteht die Gefahr der Kondensation von Feuchtigkeit auf
seiner Oberfläche. Eine klare Sicht auf die Probe wäre in diesem Fall nicht möglich.
Um diesem Problem entgegenzuwirken, wird der Bereich zwischen Deckgläschen
und Objektiv mit einem Schaumstoffring gegen die Umgebungsluft abgedichtet
und kontinuierlich mit trockenem Stickstoff gespült. Ein leichter Überdruck in
dem Volumen verhindert das Eindringen von Feuchtigkeit.
Die Kondensoroptik oberhalb des Kupferblocks ist ebenfalls mit einem Dichtring
aus Schaumstoff ausgestattet. Allerdings existiert auf dieser Seite der Probe kei-
ne bauliche Trennung durch eine Scheibe. Dies ist nicht nötig, da sich die Probe
mehrere Zentimeter weiter im Inneren der Kryo-Einheit befindet – im Gegensatz
zu ihrem kurzen Abstand zum Objektiv auf der Unterseite. Darüber hinaus wür-
de ein trennendes Element den Ein- und Ausbau der Probe erschweren (siehe
36
4.3 Konstruktion der optischen Kryo-Einheit
Kontaktstelle
Sekundärkühlung
Gaszufluss
Gasabfluss
Kupferblock
Abbildung 4.5 – Isolierte Dartstellung
der zentralen Kühleinheiten mit aufge-
schnittenem Kupferblock. Der Kupfer-
block wird primär mit Hilfe von kryoge-
nem Stickstoffgas gekühlt. Es wird in ei-
nem 77K kalten Wärmetauscher gekühlt
und über eine Kupferleitung (Gaszufluss)
in den Kupferblock geleitet. Darin strömt
es in die Nähe der Probenposition und
verläßt den Block wieder nach aussen
(Gasabfluss). Ein mit flüssigem Stickstoff
gefüllter Behälter kühlt den mit dem
Block fest verschraubten Gaszufluss zu-
sätzlich über direkten Kontakt.
Unterabschnitt 4.4.1).
Kühlstrategie
Die Kühlung des Kupferblocks und damit auch der Probe beruht auf der Kombi-
nation zweier Systeme. Die Primärkühlung wird von einem kryogenen Gasstrom
(Stickstoff) übernommen, der zuvor einen 77K kalten Wärmetauscher durchlau-
fen hat. Das tiefkalte Gas verlässt den Wärmetauscher über isolierte Kunststoff-
leitungen und gelangt schließlich in die optische Kryo-Einheit. Der Zufluss erfolgt
über eine fest mit dem Kupferblock verschraubte Leitung aus demselben Material.
An dieser Stelle befindet sich die Sekundärkühlung in Form eines Aluminiumbe-
hälters, der kontinuierlich mit flüssigem Stickstoff gefüllt wird. Er verfügt über
einen Fuß aus Kupfer, der in direktem Kontakt mit der Zuleitung steht. Auf diese
Weise sinkt die Temperatur des vorgekühlten Gases – es hat sich auf dem Weg
durch die Kunststoﬄeitung wieder etwas erwärmt – erneut kurz vor dem Eintritt
in den Kupferblock. Nachdem das Gas den Kupferblock in der Nähe der Pro-
be durchlaufen hat, verlässt es die Kryo-Einheit über eine Abflussleitung nach
außen.
Die Temperatur des Kupferblocks, und damit auch der Probe, wird mit Hilfe
eines resistiven Pt100-Fühlers2 überwacht. So können Unregelmäßigkeiten in der
Kühlversorgung der Kryo-Einheit rechtzeitig erkannt und behoben werden. Eine
typische Arbeitstemperatur beträgt 110K und liegt somit in ausreichendem Ab-
stand zur kritischen Phasenübergangstemperatur Tkr = 136K. Versuche haben
2Ein Pt100-Sensor nutzt die Temperaturabhängigkeit des Widerstandswertes R(T ) von Pla-
tin. Wie der Name suggeriert, hat dieser Fühlertyp den Nennwiderstand R(273) = 100 Ω.
Typischeerweise bewegt sich die Messgenauigkeit dieser Bauteile bei ±0,5K.
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Austritts-
öffnungen
vorne hinten
Abbildung 4.6 – Schnittansichten des oberen Gehäuseteils mit Vorrichtung zur
Erzeugung einer Strömungsbarriere gegen eindringende Luftfeuchtigkeit während
des Probentransfers. (links) Um die Kondensoröffnung herum befindet sich ein re-
gelmäßig perforierter Bereich in dem trockener Stickstoff nach oben strömt. (rechts)
Diese Ansicht ist im Vergleich zur linken Zeichnung um 180◦ gedreht. Zusätzlich
zum perforierten Bereich gibt es in der Kondensatoröffnung radial angeordnete
Schlitze, um eine räumlich homogene Strömung zu erzeugen. Die Stickstoffversor-
gung des Systems erfolgt über die mit einem gestrichelten Pfeil gekennzeichnete
Öffnung.
gezeigt, dass die Kryo-Einheit einen Totalausfall der Kühlung für etwa 5min ver-
kraften kann, bevor Tkr erreicht wird. Dies ist ausreichend lange, um eine Probe
zu „retten“.
Stömungsbarriere
Der in Unterabschnitt 4.4.1 beschriebene Probentransfer und die dabei beteilig-
ten Elemente der Kryo-Einheit sind so gestaltet, dass ein Kontakt von feuchter
Raumluft sowohl mit der Probe als auch mit dem Kupferblock möglichst ver-
hindert wird. Um ein Eindringen von Luftfeuchte noch unwahrscheinlicher zu
machen, wurde ein System implementiert, das einen konstanten und räumlich ho-
mogenen Strom trockenen Stickstoffs oberhalb der zentralen Öffnung über dem
Kupferblock erzeugt. Auf diese Weise entsteht ein laminares Luftkissen, das als
Barriere gegen eindringende Luft dient.
Das System ist in Abbildung 4.6 dargestellt. Es besteht aus einer regelmäßigen
Anordnung von Öffnungen im oberen Gehäuseteil. Der Bereich ist nach außen
durch einen halb offenen Aufbau begrenzt. Eine darunter liegende Kammer wird
mit trockenem Stickstoff gespeist. Der Einlass ist mit einem roten, gestrichelten
Pfeil gekennzeichnet. Es stellt sich heraus, dass es weiterer Austrittsmöglichkei-
ten rings um die Kondensoröffnung bedarf, um einen über die gesamte Fläche
homogenen Gasstrom zu erzeugen.
Bei der Dimensionierung der zusätzlichen Öffnungen diente eine Strömungssimu-
lation als Orientierungshilfe. So konnten die für eine möglichst homogene Strö-
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Abbildung 4.7 – Vergleich der Strömungsverhältnisse in Abhängigkeit der Grö-
ße der Auslässe im Bereich rund um die Kondensoröffnung. Dargestellt ist die
Geschwindigkeitskomponente entlang der optischen Achse. Bei einer Breite von
1,4mm ist die Strömungsfront am obersten Rand des Gehäusedeckels im Vergleich
zu Ausführungen mit 1,0mm und 2,0mm am homogensten. Während man bei allen
Ausführungen 10mm oberhalb der Bohrungen lokale Geschwindigkeitsmaxima mit
vergleichbarer Amplitude erkennt, gibt es deutliche Unterschiede im Zentrum der
Vorrichtung.
mungsfront benötigten Parameter gefunden werden. Zu diesem Zweck wurde die
zeitunabhängige Form
ρ(u∇)u = ∇
(
−pE+ η(∇u+ (∇u)T )− 23η(∇u)E
)
(4.1)
der Navier-Stokes-Gleichung (2.31) numerisch gelöst. Dabei wurde auch die Zeit-
abhängigkeit der Massenerhaltung (2.32) fallengelassen, was zur Bedingung
∇(ρu) = 0 (4.2)
führt. Da die Teilchenflüsse in der hier betrachteten Situation nicht durch natürli-
che interne Konvektion, sondern durch externe Druckunterschiede getrieben sind,
entfällt der Auftriebsterm F in Gleichung (4.1) im Gegensatz zur Situation in
Abschnitt 6.2.
Abbildung 4.7 fasst die Ergebnisse der Berechnungen zusammen. Dargestellt ist
eine Schnittansicht der Vorrichtung wie sie in Abbildung 4.6 rechts zu finden ist.
Die Geschwindigkeitskomponente entlang der optischen Achse ist in zwei Ebenen
dargestellt (10mm und 31mm über der perforierten Fläche). Man erkennt, dass
eine Breite von 1,4mm, im Vergleich mit 1,0mm und 2,0mm, die homogenste
Geschwindigkeitsverteilung in der obersten Ebene der Vorrichtung liefert.
Vergleicht man den Absolutwert der ortsabhängigen Strömungsgeschwindigkeit
mit seiner in Abbildung 4.7 gezeigten vertikalen Komponente, so stellt man nur
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unbedeutende Abweichungen fest. Das bedeutet, die Strömung verläuft im We-
sentlichen parallel zur optischen Achse. Die größte Differenz tritt bei der Kon-
struktion mit 1,0mm auf. Sie liegt bei 0,14mms−1. In den beiden anderen Fäl-
len mit Öffnungen der Breite 1,4mm und 2,0mm, beträgt sie 0,08mms−1 bzw.
0,03mms−1. Man kann also festhalten, dass die Strömungsfront bei 1,4mm nicht
nur betragsmäßig homogen, sondern auch uniform gerichtet erzeugt wird. Diese
Werte gelten, wenn man annimmt, dass die Vorrichtung mit Stickstoff mit einer
Geschwindigkeit von 4ms−1 versorgt wird. Das entspricht einem Volumenstrom,
der in dem hier beschriebenen Aufbau typischerweise erreicht wird.
4.4 Probentransfer der optischen Kryo-Einheit
Dem Transfer der zu mikroskopierenden Probe in die optische Kryo-Einheit hinein
und nach Abschluss des Experiments wieder hinaus, kommt eine entscheidende
Bedeutung zu. Er stellt eine besondere Herausforderung dar, da die Probe durch
eine feuchte Laboratmosphäre geführt werden muss. Jeglicher Kontakt mit ihr
führt zwangsläufig zu Eisablagerungen, die die Verwendung der Probe – etwa für
Streuexperimente – unmöglich machen. Zudem darf die Temperatur während des
Transfers nicht über 136K steigen (siehe Unterabschnitt 3.3.2).
4.4.1 Funktionsweise und Ablauf des Transfers
Um Eisablagerungen auf der Probe und eine Rekristallisation zu verhindern, muss
ein Mechanismus gefunden werden, der es erlaubt, kryogene TEM-Netzchen in
einer thermisch kontrollierten Schutzatmosphäre über mehrere Meter aus einem
Stickstoffbad in das Kryo-Mikroskop zu transportieren. Im Folgenden wird die
Funktionsweise des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Transfersystems erläu-
tert.
Ein kommerzielles Probenträgersystem (AutoGridTM von FEITM , Niederlande)
dient zur Verstärkung der TEM-Netzchen, um so ihre Handhabung einfacher
und sicherer zu machen. Das System besteht aus einem Verstärkungs- und einem
Sprengring. Dazwischen wird das Netzchen eingespannt. Die gesamte Probenma-
nipulation ist um dieses System herum entwickelt worden.
In Abbildung 4.8 ist ein AutoGridTM in Form einer Explosionszeichnung im Detail
dargestellt. Daneben erkennt man die eigens entwickelten Elemente zur Manipula-
tion der AutoGridsTM . Eine zentrale Rolle spielt der Proben-Container. In seinem
Inneren werden die AutoGridsTM platziert und mit einem Schraubring gesichert.
Presst man die Spitze des Transferwerkzeugs in den Container, so kann die Pro-
be sicher manipuliert werden. Dank seines Außengewindes kann der Container
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SchraubringTEM-Netzchen
Sprengring WerkzeugspitzeProben-Container
Verstärkungsring
Abbildung 4.8 – Exposionszeichnung des Proben-Containers samt Probe und
Montagewerkzeug. Die Einheit aus Verstärkungsring, TEM-Netzchen und Spreng-
ring wird im Inneren des Proben-Containers positioniert und mit dem Schraubring
gesichert. Die elastische Werkzeugspitze wird in den Container gepreßt. Auf diese
Weise kann die Probe sicher manipuliert werden, um etwa mit Hilfe des Transport-
Containers (siehe Abbildung 4.9) in die optische Kryo-Einheit transferiert zu wer-
den. Der Proben-Container hat ein Außengewinde (hier nicht dargestellt) mit dem
er in den Kupferblock geschraubt werden kann.
mit dem Kupferblock verschraubt werden. So wird ein bestmöglicher thermischer
Kontakt zwischen der Probe und dem aktiv gekühlten Block gewährleistet.
Abbildung 4.9 illustriert den Arbeitsablauf des Probentransfers aus einem Stick-
stoffbad in die optische Kryo-Einheit. Zur besseren Übersichtlichkeit ist die Ein-
heit lediglich auf den Kupferblock reduziert. Der flüssige Stickstoff befindet sich
in einem Präparationsbehälter. Im Gegensatz zur Situation in der Abbildung,
beträgt der Abstand zwischen beiden Elementen im Labor mehrere Meter.
Der Transferprozess beginnt mit einer bereits im Proben-Container (siehe Ab-
bildung 4.8) platzierten Probe (a). Ihre Position ist mit einem Pfeil angedeutet.
Der Präparationsbehälter ist mit flüssigem Stickstoff gefüllt. Darin befindet sich
auch der Transfer-Container. Es handelt sich dabei um ein zweiteiliges Bauteil
aus Kupfer (Deckel und Behälter), das über zwei Öffnungen verfügt. Im Behälter
befindet sich ein Reservoir mit flüssigem Stickstoff in den die Probe während des
Transfers getaucht ist.
Der Proben-Container wird mit dem Transfer-Werkzeug aufgenommen, indem
seine elastische Spitze in die Öffnung gepresst wird (b). Durch die Reibung zwi-
schen Werkzeug und Innenwand des Containers kann er aus der Befestigung im
Präparationsbehälter herausgeschraubt werden, um anschließend in die gewinde-
lose Öffnung des Transfer-Containers eingesetzt zu werden (c). Das Bauteil ist in
dieser Abbildung in einer teilweisen Schnittansicht dargestellt, um sein Inneres
sichtbar zu machen.
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Abbildung 4.9 – Illustration der Arbeitsschritte während des Probentransfers
aus dem Präparationsbehälter in die optische Kryo-Einheit. (a) Der Pfeil deutet
auf die Position des Proben-Containers, der in Abbildung 4.8 im Detail dargestellt
ist. (b) Das Transferwerkzeug nimmt den Container auf und (c,d) positioniert ihn
im Transfer-Container, (e,f) welcher in die optische Kryo-Einheit eingesetzt wird.
(g,h) Die Probe wird mit dem Transferwerkzeug in der Meßposition verschraubt.
Schließlich wird der Transfer-Container entfernt, damit die Probe mikroskopiert
werden kann.
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Um die Probe in das Stickstoffreservoir zu befördern, wird das Werkzeug nach
links geführt und mit dem Transfer-Container verschraubt (d). Jetzt kann der
Behälter mit dem Werkzeug aus dem Präparationsbecher gehoben (e) und im
Kupferblock positioniert werden (f). Während des Transfers wird die Probe auf
zweierlei Weise gekühlt. Zum einen durch den flüssigen Stickstoff im Reservoir
des Transfer-Containers und zum anderen durch den Behälter selbst, da er über
den Schraubkontakt fest mit dem Montagewerkzeugs verbunden ist.
Um den Transfer-Container samt Probe im Kupferblock zu platzieren, wird das
Werkzeug nun herausgeschraubt und nach rechts in die gewindelose Öffnung ge-
führt (g). Die Bohrung ist so weit, dass der Werkzeugstift nach unten hindurch-
geführt werden kann. Schließlich wird der Proben-Container in der Öffnung des
Kupferblocks verschraubt (h). Das Werkzeug kann nun herausgezogen und samt
Transfer-Container aus der Kryo-Einheit entfernt werden. Die Probe kann an-
schließend mikroskopiert werden.
Nachdem der Probentransfer mit Hilfe der stilisierten Abbildung 4.9 im Detail
beschrieben wurde, sollen die beiden Arbeitsschritte (e) und (f) im Kontext mit
dem tatsächlichen Aufbau der Kryo-Einheit erläutert werden. Dies geschieht in
Abbildung 4.10. Den Ausgangspunkt liefert eine Kryo-Einheit im Mikroskop des-
sen Kondensor die Öffnung oberhalb des Kupferblocks dicht abschließt (a). Der
Kondensor ist hier allerdings aus Gründen der Übersichtlichkeit nicht abgebildet.
Bevor er für den Probentransfer nach hinten weggeklappt wird, verschließt man
die Hauptöffnung mit einem Drehschieber (b). So ist gewährleistet, dass keine
feuchte Luft in das Innere der Kryo-Einheit gelangen kann. Nun kann der Kon-
densor entfernt werden. Ist das geschehen, setzt man eine Transfer-Schablone
ein (c). Sie verfügt über eine Öffnung, in die der Transfer-Container exakt hin-
einpasst. Er wird im nächsten Schritt eingesetzt (d). Dreht man den Schieber
in seine Ausgangsposition (e), kann der Transfer-Container in den Kupferblock
eingesetzt werden (f).
4.4.2 Simulation der Probentemperatur während des Transfers
Um zu verifizieren, dass die Probentemperatur während des passiv gekühlten
Transfers aus dem flüssigen Stickstoff des Präparationsbehälters in das Mikroskop
hinein nicht über den kritischen Wert von etwa 140K steigt, wird im folgenden
eine Computer-Simulation diskutiert.
Die Grundlage der Simulation bildet ein realitätsgetreues Modell des Transfer-
werkzeugs, des Proben- und des Transfer-Containers. Da alle Teile über die glei-
che Symmetrieebene verfügen, kann in der Simulation auf ein reduziertes Modell
zurückgegriffen werden. Mit der Ausnutzung der Symmetriebedingung wird die
Berechnung schneller, ohne Einbußen bei der Genauigkeit des Ergebnisses hin-
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Abbildung 4.10 – Darstellung der in Abbildung 4.8 vereinfacht illustrierten Ar-
beitsschritte (e) und (f), wie sie tatsächlich durchgeführt werden. (a) Die Öffnung
oberhalb des Kupferblocks wird mit dem Kondensor (hier nicht dargestellt) dicht
verschlossen. (b) Bevor der Kondensor nach hinten geklappt wird, um den Weg für
den Transfer frei zu machen, wird die Öffnung unter ihm mit einem Drehschieber
verschlossen. (c) Eine Transfer-Schablone wird eingesetzt. Sie verfügt über eine Öff-
nung in die der Transfer-Container exakt hineinpasst. (d) Der Transfer-Container
wird in die Öffnung gesetzt. (e) Der Drehschieber wird zur Ausgangsposition ge-
dreht. (f) Der Transfer-Container kann schließlich in den Kupferblock eingesetzt
werden. Während des gesamten Vorgangs kann feuchte Laborluft weder in Kontakt
mit dem Kupferblock noch mit der Probe gelangen.
44
4.4 Probentransfer der optischen Kryo-Einheit
0 20 40 60
80
100
120
140
Zeit t [s]
Te
mp
era
tur
 T 
[K
]
96,40 K
96,42 K
96,44 K
96,38 K
96,36 K
96,46 K
80 K
120 K
160 K
200 K
240 K
280 K
Probenposition
Abbildung 4.11 – Simulation der räumlichen zeitabhängigen Temperaturvertei-
lung des Transfer- und Proben-Containers während des Probentransfers in die op-
tische Kryo-Einheit. (links) Wenn der Proben-Container im flüssigen Stickstoff vor-
gekühlt wird, stellt sich im Gleichgewicht mit Wärmeeinträgen durch Konvektion
am Werkzeuggriff die dargestellte Temperaturverteilung ein. (recht oben) Tempe-
raturverteilung des Proben-Containers 10 s nachdem die Einheit das Stickstoffbad
verlassen hat und durch Konvektion in Luft aufgewärmt wurde. (rechts unten) Zeit-
licher Temperaturverlauf im Bereich des Proben-Containers in dem sich die Probe
befindet (siehe Abbildung 4.8).
nehmen zu müssen.
Das verwendete Modell ist mit den Ergebnissen in Abbildung 4.11 dargestellt. Da
sich der Transfer-Container im ersten Arbeitsschritt in flüssigem Stickstoff befin-
det und der Griff des eingeschraubten Transfer-Werkzeugs in die Luft herausragt,
berechnet die Simulation zunächst einen zeitunabhängigen Gleichgewichtszustand
aus den beiden Randbedingungen: (i) die Oberflächen des Transfer- und Proben-
Containers und der Werkzeugspitze befinden sich auf 77K, (ii) die Oberfläche
des Werkzeuggriffs erfährt einen Wärmeeintrag über Konvektion in einer 293K
warmen Luftatmosphäre.
Der resultierende Gleichgewichtszustand (t=0 s) dient als Ausgangspunkt für den
zweiten Teil der Simulation, der den Transport der nun heruntergekühlten Tei-
le durch Luft abbildet. Um den Wärmeeintrag in das System durch Konvektion
möglichst realitätsnah zu berücksichtigen, wurde zunächst eine weitere Simulation
durchgeführt. Darin sind die tatsächlichen Strömungsverhältnisse in der Umge-
bung eines massiven Kupferblocks mit den Abmessungen des Transfer-Containers
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berechnet worden. So konnte ein realistischer Konvektionskoeffizient h abgeleitet
werden (siehe Gleichung (2.27)). Für die hier relevanten thermischen und geome-
trischen Randbedingungen, ergibt sich ein Wert von etwa 25Wm−2K−1.
Mit dieser Information wurde die Effizienz der Konvektion und damit der Wär-
meeintrag in den Transfer-Container und den Werkzeugstift in Form einer Rand-
bedingung in die zeitabhängige Simulation eingebracht. Die Auswirkungen des
passiv gekühlten Transfers auf die räumliche Temperaturverteilung der entspre-
chenden Bauteile sind in der rechten Spalte der Abbildung 4.11 dargestellt. Nach
t = 10 s weist der Proben-Container eine Temperatur von etwa 96K auf. Die
minimal wärmeren Bereiche entsprechen den Kontaktstellen an denen das Trans-
ferwerkzeug eingesetzt ist.
Der Graph rechts unten zeigt den zeitlichen Temperaturverlauf der Fläche an der
das TEM-Netzchen im Proben-Container eingefasst ist. Da ein typischer Proben-
transfer aus dem Präparationsbehälter in die optische Kryo-Einheit etwa 10 s bis
15 s dauert, kann man zusammenfassen, dass es sehr unwahrscheinlich ist, dass
die Probe während des Transfers die kritische Grenze von 140K überschreitet.
Berücksichtigt man die Tatsache, dass die Tasche des Transfer-Containers in der
sich die Probe befindet zu Beginn des Umsetzens etwa 1 cm3 flüssigen Stickstoffs
enthält, so ist davon auszugehen, dass der Transfer sicher ist.
4.5 Charakterisierung kryogener Proben
Wie zuvor in der Motivation der optischen Kryo-Einheit erläutert, ist eine Vor-
charakterisierung von Proben entscheidend, wenn optimale Ergebnisse bei Expe-
rimenten an zugangsbeschränkten Großforschungsanlagen erzielt werden sollen.
Dies kann auf zweierlei Ebenen geschehen. Zunächst geht es um die Kontrolle, ob
ein präpariertes TEM-Netzchen überhaupt intakt ist. Anschließend geht es um
die Qualitätskontrolle der Proben, wenn die erste Frage bejaht werden kann.
Insbesondere beim zweiten Aspekt kann die Korrelation unterschiedlicher opti-
scher Kontrastmechanismen sehr nützlich sein. Der folgende Abschnitt zeigt, wie
die Kombination von Informationen der Kontrastmechanismen Phasenkontrast
und Absorptionskontrast für die Charakterisierung kryogener Proben genutzt wer-
den kann. Dies geschieht anhand von auf TEM-Netzchen vitrifizierten Melanoso-
men.
Abbildung 4.12 zeigt ein Negativbeispiel, wie fragile TEM-Netzchen nach dem
Durchlaufen eines mehrstufigen Präparationsprozesses aussehen können. Dabei
können sowohl mechanische Einwirkungen auf das Substrat als auch Kontami-
nation durch kleinste kristalline Eisflocken die Probe unbrauchbar machen. Die
mikroskopischen Eiskristalle reichern sich in mit flüssigem Stickstoff gefüllten Prä-
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Abbildung 4.12 – Möglicher
Zustand eines TEM-grids, wie
es nach einem mehrstufigen Prä-
parationsprozess aus Aktivieren,
Plungen, und in AutoGridsTM
einsetzen ausehen kann. Typi-
sche Fehler sind Kontamination
durch kristallines Eis (1) und
gerissene Kohlenstoffmembranen
(2). Innerhalb des Gesichtsfeldes
ist nur ein Fenster aus 13 intakt
geblieben (3). Von Stegmitte zu
Stegmitte beträgt der Abstand
127 µm.
parationsbehältern an. Das Ausmaß des Problems hängt erheblich von der Luft-
feuchtigkeit im Labor ab. Dieses Beispiel zeigt, wie wichtig eine optische Kontrolle
der Präparationsergebnisse ist. Ein Experiment, wie es in Abschnitt 8.2 diskutiert
wird, wäre etwa auf Basis dieser Probe unmöglich.
Im Gegensatz dazu zeigt Abbildung 4.13 ein Positivbeispiel einer optimal präpa-
rierten Probe. Sie ist weder mit kristallinem Eis kontaminiert, noch sind Membra-
nen gerissen. Zudem ist die Flächendichte der Melanosomen für ein Experiment
geeignet, bei dem die Probe mit einem Nanofokus abgerastert wird. Im Absorp-
tionskontrast sind einzelne Melanosomen aufgrund ihrer hohen optischen Dichte
leicht auszumachen. Die hellen regelmäßig angeordneten Punkte entsprechen den
Löchern in der Kohlenstoffmembran. Das die Organellen umgebende Eis erscheint
homogen.
Im Phasenkontrast ist die Situation umgekehrt. Die Unterscheidung einzelner Or-
ganellen ist hier schwieriger. Allerdings lassen sich Unterschiede in der Eisdicke
qualitativ abschätzen. Erst der Vergleich des Absorptionsbildes mit der Aufnah-
me im Phasenkontrast zeigt, dass die Eisdicke zu den Stegen hin zunimmt. Der
Einsatz optischer Mikroskopie in Kombination mit der Korrelation komplemen-
tärer Kontrastmechanismen kann also dabei helfen, Proben entweder gänzlich zu
verwerfen, oder eine für ein Experiment optimale Probenposition zu bestimmen.
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PhasenkontrastAbsorptionskontrast
Abbildung 4.13 – Vergleich von Aufnahmen im Absorptions- (links) und Pha-
senkontrast (rechts) eines mit Melanosomen des Typs B6 kryogen präparierten
TEM-Netzchens. Im Absorptionskontrast heben sich die optisch dichten Melanoso-
men vom transparenten, amorphen Eis ab. Es sind keine Dickenunterschiede in der
Eisschicht zu erkennen. Die eingerahmten Fenster sind vergrößert dargestellt. Hier
wird deutlich, dass Bereiche die im Phasenkonstrastbild scheinbar arm an Melano-
somen sind in Wirklichkeit sogar eine höhere Organellendichte aufweisen. Das Eis
ist dort dicker. Von Stegmitte zu Stegmitte beträgt der Abstand 127 µm.
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Dieses Kapitel widmet sich dem Entwurf und der Konstruktion einer Mikroskop-
einheit mit ultralangem Arbeitsabstand für die Vakuumkammer HORST [155].
Dabei wird zunächst die Nützlichkeit des Aufbaus im Rahmen zweier Experiment-
szenarien erläutert, um im Anschluss die Details der Konstruktion samt zweier
erfolgreicher Anwendungen zu beschreiben.
5.1 Motivation
Die Mikroskopeinheit wird hauptsächlich für zwei Anwendungen gebraucht. Zum
einen das Anvisieren von Proben bei Einzelschussexperimenten am Freie-Elektro-
nen-Laser (FEL), und zum anderen die Beobachtung von Proben zur Feinjustage
ihrer Position in Relation zum Strahl bzw. sonstigen optischen Elementen. Da die
Experimente unter Vakuumbedingungen durchgeführt werden, ist ein direkter Zu-
gang zum Aufbau während der Messungen nicht möglich. Die Positionskontrolle
muss also mit hoher Präzision über eine Strecke der Größenordnung 500mm (be-
dingt durch die Geometrie der Vakuumkammer HORST) erfolgen.
Bei Einzelschussexperimenten am FEL wird mit jeweils einem einzigen Laser-
puls die Probe zerstört. Es ist deshalb notwendig, über eine Zielvorrichtung zu
verfügen, mit der man zunächst die richtige Probe auswählen kann, um sie an-
schließend für die Belichtung auf wenige Mikrometer genau in der Strahlachse zu
positionieren.
Bei der Rekonstruktion ptychographischer Datensätze (siehe Abschnitt ??) ist es
von großer Bedeutung den Abstand zwischen der Probe und der Apertur, welche
die Beleuchtungsfunktion definiert, zu kennen. Während absolute Verfahrwege
einzelner Stellmotoren dank ihrer Kodierer bekannt sind, ist es nicht ohne Weite-
res möglich, die relativen Positionen bzw. die Abstände zweier unabhängiger Ver-
stelleinheiten zu bestimmen – also eben jene Information, die zur erfolgreichen
Rekonstruktion eines ptychographischen Datensatzes notwendig ist. Mit einer
entsprechenden Mikroskopeinheit ließen sich mit Hilfe der Beobachtung absolut
gefahrener Wege einzelner Motoren relative Abstände aller anderen Objekte im
Blickfeld messen.
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In beiden Szenarien – Probenjustage und Abstandsmessung – ist es vorteilhaft,
nicht nach jeder Positionsänderung von Elementen innerhalb der Vakuumkammer
den Fokus des Mikroskops manuell neu einstellen zu müssen. Dies gilt insbesonde-
re dann, wenn das Experiment in zugangskontrollierten Laserzelten durchgeführt
werden muss. Der Bruch des Interlocks, der nötig ist, um direkten Zugang zum
Mikroskop zu erlangen, wäre jedes Mal mit Verlust wertvoller Messzeit verbunden.
Eine ferngesteuerte Fokussiereinheit ist also erstrebenswert.
5.2 Konstruktion der Mikroskophalterung mit
Fokussiereinheit
Die Abmessungen der Vakuumkammer erlauben eine optische Kontrolle der Ver-
suchsanordnung nur aus Distanzen über 350mm. Das Mikroskop muss deshalb
über einen ultragroßen Arbeitsabstand verfügen. Gleichzeitig muss seine Auflö-
sung so gut sein, dass Bewegungen und Strukturen in der Größenordnung von
10µm erfasst werden können. Typische Verfahrwege der Stellmotoren, insbeson-
dere im Bereich von Probe und Aperturen, liegen in dieser Größenordnung. Der
lange Arbeitsabstand und die starke Vergrößerung führen dazu, dass kleinste
Bewegungen des Mikroskops eine große Wirkung auf das Gesichtsfeld haben. Zu-
sammengefasst bedeutet das, dass die Einheit im Dauerbetrieb stabil sein muss
und über eine Aufhängung verfügen sollte, die eine schnelle und exakte Justage
ermöglicht.
Als Mikroskop findet das kommerzielle Modell K2/SCTMder Firma Infinity, USA
Verwendung. Das Gerät beherrscht Arbeitsabstände von 265mm bis 580mm und
bietet somit einen komfortablen Arbeitsbereich um den anvisierten Wert von et-
wa 350mm. Das System – bestehend aus Mikroskop und Aufhängung – ist in
Abbildung 5.1 dargestellt. Es wird mit Hilfe einer zylindrischen Aufnahme auf
einem 150er Fensterflansch montiert, welcher sich auf der Oberseite der Vakuum-
kammer befindet. Diese Perspektive bietet freie Sicht auf alle um den Fokus des
Röntgenstrahls angeordneten Elemente.
Das Mikroskop wird an zwei Stellen über Zylinderstifte mit dem äußeren Rah-
men verbunden. Um den besonderen Stabilitätsanforderungen Rechnung zu tra-
gen, sind die aus einem Stück gefrästen Seitenteile über Querstreben miteinander
verschraubt. Die Justage der Fokusebene erfolgt ferngesteuert mit Hilfe eines
Schrittmotors. Er ist in einem maßangefertigtem Gehäuse untergebracht, welches
über eine massive Brücke mit dem Mikroskop verbunden ist. Die stabile Fokus-
siereinheit erlaubt eine hohe Spannung des O-Rings über den die Motordrehung
auf den Fokussierring übertragen wird. Dies sorgt für einen schlupffreien Antrieb.
Neben der Stabilität wurde besonderes Augenmerk auf die praktische Handha-
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Abbildung 5.1 – Illustration der Mikroskophalterung samt Mikroskop und Fo-
kussiereinheit. Mit Hilfe der Justierräder und ihrer speziellen Lagerung im Gerüst
verfügt das Mikroskop über vier Freiheitsgrade: Rotation in der yz-Ebene und
Translation entlang aller drei Raumachsen. Die Fokussiereinheit samt Schrittmo-
tor erlaubt eine ferngesteuerte Einstellung des Arbeitsabstands. Die CCD-Kamera
überträgt das Bild auf einen Computer-Bildschirm. Da die Flanschkappe rotati-
onssymmetrisch ist, können die Raumachsen in Relation zum Experiment beliebig
eingestellt werden.
bung der Positionierung des Mikroskops und die Anzahl der verfügbaren Frei-
heitsgrade gelegt, um die Justage der Einheit möglichst einfach und zuverlässig
zu gestalten. Die Funktionsweise und die Vielseitigkeit der Mikroskopaufhängung
ist in Abbildung 5.2 erläutert. Die am unteren Ende der Zeichnungen befindliche
Flanschkappe dient als Referenz. Das Koordinatensystem stimmt mit jenem in
Abbildung 5.1 überein. Man beachte jeweils die Positionen und Rotationen der
Justierscheiben.
Translationen entlang der z-Achse werden durch die gleichzeitige Verschiebung
aller Justierscheiben realisiert, während Translationen entlang der y-Achse durch
eine synchrone Rotation ermöglicht werden. Eine Drehung des Mikroskops in der
yz-Ebene kann durch die Kombination von unterschiedlich großer Rotation und
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Translation in z
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Rotation in yz
Abbildung 5.2 – Demonstration der Funktionsweise der Mikroskopaufhängung.
Die Einheit wurde hier Zwecks Übersichtlichkeit auf wesentliche Teile reduziert.
Das Mikroskop verfügt über vier Freiheitsgrade, wovon drei durch Manipulation
der Justierscheiben realisiert werden. Ausgangspunkt ist ein senkrecht stehendes
Mikroskop. Für eine rein horizontale Translation werden die Scheiben in der Füh-
rungsschiene verschoben. Für eine rein vertikale Translation werden die Scheiben
um einen identischen Winkel rotiert und dabei in der Schiene verschoben. Für ei-
ne Rotation des Mikroskops werden die Scheiben unabhängig voneinander sowohl
rotiert als auch verschoben.
Translation beider Justierscheiben erreicht werden. Der vierte Freiheitsgrad, die
Translation in x-Richtung, wird durch eine Verschiebung des Mikroskops entlang
der Aufhängestifte erreicht, mit denen jeweils zwei Justierscheiben verbunden
sind. Sie zeigen in die Zeichenebene der Abbildung 5.2 hinein.
Da die Flanschkappe rotationssymmetrisch ist, kann der ganze Aufbau zudem um
beliebige Winkel gegen die Strahlachse gedreht montiert werden. Alles in Allem
hat das Mikroskop mit den vorhandenen Justier- und Montagemöglichkeiten ein
kegelförmiges Gesichtsfeld mit einem Öffnungswinkel von etwa 15◦ bezogen auf die
Mitte des Fensterflansches auf dem es befestigt ist. In der etwa 40 cm entfernten
Probenebene – aufgespannt durch Strahl und Horizont – entspricht das einer
Fläche mit Durchmesser dFOV = 105mm.
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Abbildung 5.3 – Bildserie aufgenommen mit der Mikroskopeinheit von HORST
bei verschiedenen Abständen zwischen Probe und Apertur. Die Strahlachse zeigt
in den Bildern von unten nach oben. Die Öffnung, in der sich das TEM-Netzchen
befindet, hat einen Durchmesser von 2,8mm. Während der Aperturhalter mit den
aufgeklebten Blenden im Strahlfokus positioniert ist, wird die Probe möglichst nah
an die Apertur gefahren. Eine optische Kontrolle der Elementpositionen bei lau-
fendem Experiment verhindert Kollisionen und liefert Informationen über absolute
Abstände.
5.3 Beispielanwendungen
In diesem Abschnitt werden zwei Beispielanwendungen demonstriert, in denen
das konstruierte Mikroskopsystem zum Einsatz kam. Im Vordergrund stehen die
Abstandsmessung und Positionskontrolle von optischen Elementen in Relation
zur Probe bzw. zum FEL-Strahl. Unter Einsatz der Mikroskopeinheit konnten am
Freie-Elektronen Laser FLASH in Hamburg Experimente zur Charakterisierung
der Kohärenz der Strahlungsquelle und zum Verhalten von Kolloid-Kristallen bei
Anregung mit hochintensiven Infrarotpulsen durchgeführt werden.
5.3.1 Abstandsmessung für Ptychographie
Wie in Abschnitt 6.3 beschrieben, ist es bei der Ptychographie vorteilhaft, wenn
die Beleuchtungsfunktion, die durch eine Apertur definiert und mit der die Probe
abgerastert wird, räumlich begrenzt ist. Dies wird durch möglichst kleine Ab-
stände zwischen Apertur und Probe realisiert. Außerdem ist es notwendig, den
Abstand beider Elemente für die Rekonstruktion eines ptychographischen Daten-
satzes zu kennen.
Abbildung 5.3 beinhaltet eine Serie von Mikroskopiebildern, die bei unterschiedli-
chen Abständen zwischen Probe und Blende bei laufendem Experiment aufgenom-
men wurden. Zum einen kann während des Experiments dank der optischen Kon-
trolle sichergestellt werden, dass es zu keiner Kollision kommt und zum anderen
lässt sich aus der Serie mit bekannten Relativpositionen auf den Absolutabstand
zwischen Probe und Apertur schließen.
Das Verfahren zur Bestimmung des Abstands zwischen Probe und Blende ist
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Abbildung 5.4 – Bestimmung des Abstands zwischen Probe und Blende mit Hilfe
der Mikroskopeinheit von HORST. (links) Die beiden exemplarisch abgebildeten
Aufnahmen zeigen den gleichen Bildauschnitt und entsprechen den im Graphen
markierten Punkten. (rechts) Verfolgt man die Positionen eines markanten Punkts
innerhalb eines Koordinatensystems und ordnet ihnen die bekannten Verfahrwege
zu, so lassen sich die Bildpixel auf einen Abstand kalibrieren. Die Auswertung von
22 Aufnahmen ergibt einen Wert von (335± 44) nm pro Pixel. Der Kurvenverlauf
hat keine einheitliche Steigung, da unterschiedliche Verfahrwege verwendet wurden.
in Abbildung 5.4 dargestellt. Zunächst wird in Strahlhöhe (optische Achse des
Röntgenstrahls) ein markanter Punkt auf dem Probenhalter, der in allen Aufnah-
men klar zu sehen ist, gesucht. Anschließend verfolgt man diesen Punkt in einem
zu seiner Bewegung orthogonalen Koordinatensystem und ordnet den Bildposi-
tionen die von den Motorenkodern gegebenen Relativbewegungen zwischen den
Aufnahmen zu. Für das hier gezeigte Experiment ergibt sich eine Kalibrierung
von (335± 44)nm pro Pixel. Der ptychographische Datensatz wurde demnach
bei einem Abstand von etwa 200 µm aufgenommen. Seine Auswertung wird in
Abschnitt 6.3 diskutiert.
5.3.2 Zielen am Freie-Elektronen-Laser FLASH
Neben der Möglichkeit, mit der Mikroskopeinheit von oben senkrecht zur Strahl-
achse blicken zu können, lässt sich mit Hilfe einer Erweiterung innerhalb der
Vakuumkammer ein zusätzlicher Betriebsmodus realisieren: die Beobachtung der
Probe während der Messungen kollinear zum Röntgenstrahl. Zum Zielen bei FEL-
Experimenten, wurde innerhalb der Kammer ein durchbohrter Spiegel mit zwei
motorisierten Freiheitsgraden montiert. Einer dieser Freiheitsgrade steht senk-
recht zur Röntgenstrahlachse. Mit ihm kann der Spiegel komplett aus dem Blick-
feld bewegt werden. Der zweite Freiheitsgrad ist parallel zur optischen Achse.
Bewegt man den Spiegel entlang dieser Richtung, können zusätzliche Bereiche
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Abbildung 5.5 – Anwendung der Mikroskopeinheit bei Einzelschussexperimen-
ten am Freie-Elektronen-Laser FLASH. (links) Foto des in der Vakuumkammer
montierten durchbohrten Umlenkspiegels. Die Sichtachse des Mikroskops ist mit
einer roten Strichlinie gekennzeichnet. Dank des Lochs im Umlenkspiegel kann der
gelb eingezeichnete Röntgenstrahl kollinear zur Sichtachse geführt werden. So kann
die Proben gleichzeitig bestrahlt un beobachtet werden. (mitte) Ein Plasmablitz
leuchtet an der Stelle eines Flüssigkeits-Jets auf, an der er von einem FEL-Puls ge-
troffen wurde. (rechts) Einschusslöcher einzelner FEL-Pulse auf einer mit PMMA
beschichteten Silizium-Oberfläche.
der Probe betrachtet werden, ohne das Mikroskop selbst bewegen zu müssen.
Abbildung 5.5 zeigt sowohl den motorisierten Spiegel in der Kammer, als auch
zwei typische Anwendungen des kollinearen Betriebsmodus. In dieser Aufnahme
trifft ein einzelner FEL-Puls einen 20µm breiten Flüssigkeits-Jet, der mit Über-
schallgeschwindigkeit aus einer Düse austritt (oben) und von einem Fänger auf-
genommen wird (unten). Der Puls ist so intensiv, dass das Wasser ionisiert wird
und ein Plasmablitz entsteht. Weiterhin sieht man, wie eine mit PMMA beschich-
tete Si-Scheibe mit einzelnen FEL-Pulsen beschossen wird, um anschließend die
Form und Ausdehnung der Einschusskrater mit Pulsparametern zu korrelieren.
So kann untersucht werden, wie sich unterschiedliche Einstellungen des FEL bei
einer direkten Interaktion mit Festkörperproben auf diese auswirken.
Die entwickelte Mikroskopeinheit hat dazu beigetragen, dass die folgenden Expe-
rimente durchgeführt werden konnten. Es wurde z. B. untersucht, wie ein Kolloid-
Kristall, bestehend aus 400 nm kleinen Polystyrolkugeln, auf eine Anregung mit
einem hochintensiven Infrarotpuls reagiert [156]. Eine schematische Zeichnung
des Experiments ist in Abbildung 5.6 dargestellt. Der Anregungszustand wur-
de mit einzelnen Röntgenpulsen des FEL sondiert. Anregung und anschließende
Relaxation konnte zeitaufgelöst beobachtet werden, indem die Zeitverzögerung
zwischen IR- und Röntgenpuls variiert wurde.
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Abbildung 5.6 – Schematische Darstellung des Pump-Probe-Experiments, das in
Kollaboration mit Vartanyants et al. am Freie-Elektronen-Laser FLASH in Ham-
burg durchgeführt wurde. Ein elf-lagiger Kolloidkristall wird mit einem Infrarot-
Puls angeregt. Nach einer Zeitverzögerung ∆t wird die Probe mit einem FEL-Puls
sondiert. Das resultierende Streusignal wird mit einem Detektor aufgezeichnet. Um
ihn vor Zerstörung durch den intensiven Röntgenpuls zu schützen, ist mittig ein
Strahlfänger angebracht. Die Einsätze (a) und (b) zeigen rasterelektronenmikrosko-
pische Aufnahmen der Probe vor dem Experiment. Quelle: modifiziert nach [156].
Auf Grundlage von Variationen in den Bragg-Reflexen des Kristalls konnte schließ-
lich gezeigt werden, dass der Anregungspuls eine sogenannte symmetrische At-
mungsmode in den Polystyrolkugeln induziert. Mit einer experimentell bestimm-
ten Schwingungsfrequenz von 4GHz bis 5GHz, liegt das Ergebnis in guter Über-
einstimmung mit dem theoretischen Wert von 5,07GHz [157]. Die Mikroskopein-
heit half, den örtlichen Überlapp des IR- und des Röntgenstrahls in der Probe-
nebene einzustellen. Zusätzlich diente sie als Zielvorrichtung zur Auswahl der zu
untersuchenden Proben.
Das zweite Experiment beschäftigte sich mit der Untersuchung der Kohärenz
einzelner Röntgenpulse des FEL [158]. Dazu wurden mit Hilfe eines fokussierten
Ionenstrahls gefertigte mikroskopische Teststrukturen eingesetzt. Die Analyse des
durch sie erzeugten Beugungsmusters bei Beschuss mit einzelnen FEL-Pulsen
lässt Schlüsse auf die Strahlkohärenz zu. Beispielhafte Interferenzmuster sind in
Abbildung 5.7 dargestellt. Da die Testmuster nach jedem Schuss zerstört werden
und sie für ein optimales Ergebnis voll getroffen werden müssen, ist es notwendig,
eine Zielvorrichtung einzusetzen. Diese Aufgabe übernahm die hier beschriebene
Mikroskopeinheit.
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Beide Experimente wurden in Kollaboration mit der Gruppe Vartanyants et al.,
die am Deutschen Elektronen-Synchrotron in Hamburg ansässig ist, durchgeführt.
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Abbildung 5.7 – Ergebnisse des Experiments zur Bestimmung der Kohärenz von
einzelnen Pulsen des Freie-Elektronen-Lasers FLASH, das in Kollaboration mit
Vartanyants et al. durchgeführt wurde. (a) Logarithmische Darstellung eines Inter-
ferenzbilds eines horizontalen Doppelspalts mit einem Abstand von 4 µm. (b) Lo-
garithmische Darstellung eines Interferenzbilds eines vertikalen Doppelspalts mit
einem Abstand von 4 µm. Die Graphen (c) und (d) entsprechen den eindimensiona-
len Intensitätsverläufen innerhalb der in (a) bzw. (b) weiss eingerahmten Bereiche.
Entsprechende Intensitätsverläufe eines Doppelspalts mit 10µm sind in (e) und (f)
abgebildet. Quelle: [158].
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Die folgenden Abschnitte behandeln den Aufbau und das Funktionsprinzip des
Kryo-Transfersystems für HORST [155]. Eine computergestützte Simulation der
räumlichen Temperaturverteilung in direkter Umgebung der Probe, wie sie wäh-
rend des Transfers in die geschlossene Vakuumkammer zu erwarten ist, ergänzt
die technische Beschreibung. Um die Notwendigkeit der Simulation zu motivie-
ren, wird zunächst die Funktionsweise des Kryo-Transfersystems anhand eines
vereinfachten Modells erläutert, woraus auch die Problematik einer direkten Mes-
sung ersichtlich wird. Schließlich wird sich zeigen, dass ein Phasenübergang von
amorphem zu kristallinem Eis während des Transfers mit sehr hoher Wahrschein-
lichkeit ausgeschlossen werden kann.
6.1 Konzept und Funktionsweise des
Transfersystems
Beim Kryo-Transfersystem für HORST handelt es sich um eine Vorrichtung mit
der tiefkalte Proben in die evakuierte Kammer geschleust werden können. Es
ist ein kommerzielles System der Firma Quorum Technologies Ltd., Vereinigtes
Königreich [159]. Die Funktionsweise lässt sich folgendermaßen grob skizzieren:
eine kryogene Probe wird mit einem Manipulator von flüssigem Stickstoff in ei-
nem evakuierten Transferbehälter überführt. Der Behälter wird im Anschluss an
einer Schleuse angebracht, die an der Vakuumkammer befestigt ist. Nach der Eta-
blierung geeigneter Druckverhältnisse kann die Schleuse geöffnet und die Probe
mit dem Manipulator auf einen in der Kammer angebrachten aktiv gekühlten
Probentisch transferiert werden. Am Ende wird der Manipulator entfernt und
die Schleuse zur Kammer wieder geschlossen. Ab diesem Zeitpunkt kann dank
der aktiven Kühlung nahezu beliebig lang experimentiert werden, ohne dass die
Temperatur der Probe kritische Werte erreicht.
Nach der Konzeptskizze folgt nun die Beschreibung des tatsächlichen Aufbaus.
Fotografien der einzelnen Komponenten sind in Abbildung 6.1 dargestellt. Das
System besteht aus einer an der Kammer befestigten Schleuse und aus ihrem mo-
bilen Gegenstück – der Transferdose. Innerhalb der Vakuumkammer befindet sich
ein aktiv gekühlter Probentisch, zu sehen rechts in Abbildung 6.1, welcher mit
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Abbildung 6.1 – Kryo-Transfersystem für HORST. (links) Die hervorgehobenen
Bereiche zeigen die Gasversorgung für die aktive Kühlung, die Schleuse für den
Transfer und die Ventile zur Evakuierung der Transferdose. (mitte) An der Schleu-
se angebrachte Transferdose mit Manipulator. Das Fenster dient der optischen
Kontrolle während des Transfers. (rechts) Aktiv gekühlter Probentisch samt Schiff-
chen und Schild im Inneren der Kammer. Man erkennt die Teflon-Leitungen für
den kryogenen Gasstrom.
einem 120K kalten Stickstoffstrom versorgt wird. Ein in direkter Nähe angebrach-
ter 90K kalter Schild minimiert die Kontamination der Probe durch Kondensat
des Restgases in der Kammer. Beide Elemente werden mit Gas aus einem Wär-
metauscher gespeist. Die unterschiedlichen Temperaturen werden mit Hilfe von
PID-geregelten Heizelementen und dosierbaren Stickstoffströmen erzielt.
Während der kammergebundene Teil des Systems über eine aktive Kühlung ver-
fügt, basiert der Transfervorgang der Probe auf einer passiven Kühlung. Die Grün-
de für den passiven Ansatz liegen hauptsächlich in der technischen Komplexität
der Implementierung eines zuverlässigen aktiven Systems in einem kompakten
Aufbau, der mobil sein muss. Eine passive Kühlung vermeidet diese Probleme,
bietet aber nicht die Möglichkeit, die Probentemperatur jeder Zeit kontrollieren
und regulieren zu können. Die Ergebnisse der weiter unten präsentierten Simula-
tion werden allerdings zeigen, dass die Beschränkung auf ein passives System aus
thermischer Sicht ausreichend ist.
Um den Arbeitsablauf vor und während des Transfers zu illustrieren, sind in Ab-
bildung 6.2 die wichtigsten Schritte mit Hilfe von Konzeptskizzen dargestellt. Den
Ausgangspunkt bildet eine Probe, die sich im flüssigen Stickstoff befindet. Um
die Handhabung der Probe während der Transferprozedur zu ermöglichen, muss
sie auf einem standardisierten Probenträger befestigt werden – dem sogenannten
Schiffchen. Das Schiffchen wird anschließend mit dem Manipulator aufgenommen
(a).
Indem man den Rezipienten evakuiert, kann die Temperatur des Schiffchens vor
dem Transfer weiter reduziert werden. Mit sinkendem Druck bewegt sich der Stick-
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Abbildung 6.2 – Illustration der Arbeitsschritte zur Vorbereitung der Probe auf
den Transfer in die Vakuumkammer. (a) Die Probe befindet sich auf einem so-
genannten Schiffchen (sichtbar in b-d) in flüssigem Stickstoff. Dort wird es mit
dem Manipulator aufgenommen. Der Rezipient wird evakuiert, bis der Stickstoff
an seinem Tripelpunkt bei 63,15K angelangt ist. (b) Nachdem sich thermisches
Gleichgewicht eingestellt hat, wird das Schiffchen in die Transferdose gezogen. (c)
Der innere Teil der Transferdose wird verschlossen. In ihr herrscht nun ein Druck
von 130mbar. (d) Der äußere Rezipient wird rasch belüftet und die mobile Trans-
fereinheit kann nun an die Schleuse der Vakuumkammer angeschlossen werden.
stoff entlang der Sättigungsdampfdruckkurve in seinem Phasendiagramm bis der
Tripelpunkt bei ptr = 125mbar und Ttr = 63,15K erreicht wird [160]. Das Dia-
gramm ist in Abbildung 6.3 dargestellt. Sobald sich fester Stickstoff bildet, wird
das Schiffchen in die Transferdose gezogen (b) und diese sofort verschlossen (c).
In diesem Augenblick befindet sich die Probe bei etwa 64K und ist von trockenem
Stickstoff mit einem Druck von etwa 130mbar umgeben. Im letzten Schritt wird
der äußere Rezipient belüftet und die Transferdose kann vom Präparationsbehäl-
ter getrennt (d) und für den eigentlichen Transfervorgang an die Schleuse der
Kammer angeschlossen werden.
Um das Schiffchen in die evakuierte Kammer (typischerweise 1× 10−7mbar) ein-
schleusen zu können, müssen zunächst im äußeren Bereich der Transferdose etwa
5× 10−2mbar erreicht werden. Sobald das geschehen ist, wird die Schleuse zu
HORST geöffnet. Im Anschluss kann der Verschluss der inneren Transferdose
gelöst werden. Die sich darin befindende Stickstoffmenge (24 cm3 bei 130mbar)
verteilt sich innerhalb der Kammer, ohne einen problematischen Druckanstieg
auszulösen. Das Schiffchen wird nun mit dem Manipulator auf dem aktiv gekühl-
ten Probentisch abgesetzt. Ab diesem Zeitpunkt ist die Probe aus thermischer
Sicht sicher und der Manipulator kann zurückgezogen und das Schleusenventil
geschlossen werden.
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Abbildung 6.3 – Phasendiagramm von mole-
kularem Stickstoff. Sein Tripelpunkt befindet
sich bei ptr = 125mbar und Ttr = 63,15K.
Bei diesen Bedingungen koexistieren die drei
Phasen gasförmig, fest und flüssig. Indem man
einen mit flüssigem Stickstoff gefüllten Rezi-
pienten evakuiert, bewegt man sich mit sin-
kendem Druck entlang der Sättigungsdampf-
druckkurve bis man den Tripelpunkt erreicht.
So kann die Probe vor dem Transfer bis auf
Ttr heruntergekühlt werden. Erstellt mit Hilfe
von [161].
Der Zeitraum zwischen dem Arbeitsschritt (b) und dem Absetzen der Probe in
der Kammer ist kritisch, da das Schiffchen nur passiv gekühlt wird. Es stellt sich
also die Frage, wie der Temperaturverlauf der Probe während des Transfers aus-
sieht. Diese Information ist essentiell, da die Motivation für ein Experiment unter
kryogenen Bedingungen hauptsächlich in der strukturerhaltenden Präparations-
methode liegt. Überschreitet die Probe die Temperaturschwelle von etwa 140K,
also jenen Punkt bei dem der Phasenübergang von amorphem zum kristallinen Eis
stattfindet [149], so treten Beschädigungen der Probe durch Kristallbildung auf
(siehe Unterabschnitt 3.3.2). Der Vorteil eines kryogenen Experiments – nämlich
strukturell unveränderte Proben – wird so zunichte gemacht. Es ist also essentiell,
den Temperaturverlauf während des Transfers zu kennen.
Angesichts des komplexen Aufbaus des Transfersystems und der Bewegung des
Schiffchens über mehrere evakuierte Behälter hinweg, ist es eine große Heraus-
forderung, die Temperatur an der Probe während des Schleusens zu messen. Die
Tatsache, dass die Probe im Wesentlichen aus einem 3mm kleinen und 20µm
dünnen Netzchen besteht, macht diese Aufgabe unmöglich. Jeder Versuch einen
niedrigkapazitiven Temperaturfühler direkt am Netzchen zu befestigen, dürfte
scheitern. Eine Messung in direkter Nachbarschaft der Probe wirft wiederum die
Frage auf, ob die Daten am Ort eines massiven Teils des Schiffchens auf die viel
kleinere Probe übertragbar sind.
Um dieses Problem zu lösen, wurden die relevanten Teile des Transfersystems
im Computer simuliert. Die Berechnungen wurden mit Hilfe des Softwarepakets
COMSOL Multiphysics R© durchgeführt. Damit sind Temperaturdaten nicht nur
an expliziten Positionen, sondern über das komplette Modell hinweg verfügbar.
Zusätzlich können Wärmeflüsse quantifiziert und so eventuelle Schwachstellen des
Systems identifiziert werden. Eine Simulation bietet also ein umfassendes Bild des
Systems mit Informationen, die über einen experimentellen Zugang nicht ohne
Weiteres verfügbar wären.
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6.2 Simulation der Probentemperatur während des
Transfers
Die Simulation basiert auf der Finite-Elemente-Methode (FEM). Dabei handelt
es sich um ein numerisches Verfahren, das seine Ursprünge in der physikalischen
Mathematik hat [162], traditionell in den Ingenieurwissenschaften angewendet
wird [163] und heute sogar Probleme in der medizinischen Biologie löst [164].
Das zu simulierende Modell wird zunächst in Untereinheiten aufgeteilt – den fi-
niten Elementen. Je feiner das Gitter, also je mehr Elemente es enthält, desto
genauer ist das numerische Ergebnis im Vergleich zur exakten Lösung der Diffe-
rentialgleichungen. Allerdings geht ein steigender Genauigkeitsgrad mit zusätzli-
cher Rechenzeit einher, weil die Erhöhung der Freiheitsgrade numerisch bewältigt
werden muß. Außerdem sinkt der Fehler nicht proportional zur Gitterdichte, son-
dern nähert sich asymptotisch einem Grenzwert an. Es gibt also eine optimale
Gitterdichte, bei der der zeitliche Rechenaufwand und die Güte des Ergebnisses
in einem vernünftigen Verhältnis stehen.
Die Anzahl der für eine belastbare Simulation nötigen Gitterelemente hängt da-
von ab, wie die Verteilung der Längenskalen im Modell ist. Ist das Histogramm
der Längenskalen etwa eine breite Funktion über mehrere Größenordnungen, so
wird die Simulation verhältnismäßig viele Gitterelemente enthalten müssen, um
die Komplexität des Modells abbilden zu können. Besteht das Längenhistogramm
hingegen aus schmalen Funktionen, die möglicherweise nur eine Größenordnung
abdecken, so lässt sich das Modell mit wenigen Elementen gut beschreiben.
6.2.1 Modellierung
Die Ausdehnung des in Abbildung 6.1 dargestellten Transfersystems deckt vier
Größenordnungen ab. Beginnend beim Probensubstrat, dessen Strukturmerkmale
sich im Bereich von 10 µm bewegen, bis hin zur Schleuse, deren Außenmaß in der
Größenordnung von 100mm liegt. Eine Simulation des ganzen Systems ist deshalb
nicht mit einem vertretbaren Rechen- und Modellieraufwand durchführbar. Um
das Problem zu lösen, wurden zwei Ansätze gewählt. Erstens eine Reduzierung des
Modells auf relevante Elemente und zweitens die Approximation des feingliedrigen
Probensubstrats (TEM-Netzchen) durch eine homogene Folie.
Approximation des Probensubstrats
Da es zu untersuchen gilt, wie sich die Temperatur der Probe, also im Grunde
die des Probensubstrats, während des Transfers verhält, soll zunächst überprüft
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werden, ob die Approximation an dieser kritischen Stelle das Endergebnis signi-
fikant verfälscht. Dazu wurde eine vergleichende thermische Simulation beider
Elemente – TEM-Netzchen und Folie – durchgeführt.
Im verwendeten Modell wurden die äußeren Ränder der kreisrunden Probensub-
strate (jeweils mit einem Durchmesser von 3,05mm und einer Stärke von 20µm)
auf eine konstante Temperatur von 80K gesetzt. Diese Randbedingung wird
durch die Art und Weise gerechtfertigt, wie die Proben in der Aperturnase des
Schiffchens montiert sind (siehe Abbildung 6.2). Die um gut drei Größenordnun-
gen höhere Wärmekapazität der Aperturnase im Vergleich zum Probensubstrat
erlaubt die Annahme einer konstanten Temperatur.
Die Simulation berücksichtigt Wärmeeinträge durch Strahlung und Konvektion.
Erstere wird durch einen 293,15K warmen Hintergrund und Letztere durch eine
250K warme Stickstoff-Atmosphäre mit einem Druck von 130mbar verursacht.
Die Wärmeeinträge über Konvektion werden, wie in Abschnitt 2.3 beschrieben,
indirekt über die rekursive Berechnung der Konvektionskoeffizienten h bestimmt.
Die Bedingungen des N2-Gases entsprechen jenen wie sie innerhalb der Trans-
ferdose herrschen (siehe oben). Da hier ein zeitunabhängiges Problem ohne Be-
rücksichtigung von Teilchenströmen behandelt wird, reduziert sich die zu lösende
Wärmeleitungsgleichung (2.29) auf
∇(−k∇T ) = Q. (6.1)
Die Wärmequelle Q ist hier die Differenz aus dem durch die Hintergrundstrah-
lung bedingten Wärmezufluss und dem durch die Wärmestrahlung des TEM-
Netzchens bedingten Wärmeabfluss. Die Energiemengen berechnen sich nach dem
sogenannten T 4-Gesetz, das in Gleichung (2.27) zu finden ist.
Die Ergebnisse der Vergleichsstudie sind in Abbildung 6.4 zusammengefasst. Sie
zeigen den zeitunabhängigen Gleichgewichtszustand wie er aus den oben genann-
ten Randbedingungen resultiert. Erwartungsgemäß werden die Proben zur Mitte
(y = 0mm, x = 0mm) hin wärmer. Die Ränder befinden sich definitionsgemäß bei
80K. Der Betrag der Temperaturdifferenzen zwischen Netzchen und Folie über-
schreitet im ungünstigsten Fall nicht den Wert von 0,1K. Die Abweichungen sind
also im Rahmen des betrachteten Problems vernachlässigbar. Das bedeutet, dass
die Approximation des strukturierten TEM-Netzchens durch eine homogene Fo-
lie mit gleichen Abmessungen die Ergebnisse der Simulation des Probentransfers
nicht signifikant verfälschen wird.
Wahl der Wirkungskanäle des Wärmeeintrags
Die zweite Vereinfachung besteht darin, nur die relevanten Komponenten des
Transfersystems zu identifizieren und den Einfluss der verbleibenden Elemente
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Abbildung 6.4 – Vergleich der räumlichen Temperaturverteilung zwischen einem
200er TEM-Netzchen und einer homogenen Folie mit identischen Maßen. (links)
Auftragung der Temperatur gegen die Radialkoordinate (hier die Achse y = 0 des
rechten Graphen) der Probensubstrate. (rechts) Räumliche Temperaturverteilung
innerhalb eines Quadranten des TEM-Netzchens.
mit Hilfe von Randbedingungen korrekt abzubilden. Das verwendete Modell ist
in Abbildung 6.5 dargestellt. Da davon auszugehen ist, dass die Konvektion neben
der Wärmeleitung einen signifikanten Beitrag zum Wärmetransport beiträgt, ist
die direkte Umgebung der Probe originalgetreu im Modell wiedergegeben. So
können die auftretenden Konvektionsströme korrekt berechnet werden.
Um den computerseitigen Aufwand der Simulation des gesamten Transfersystems
zu reduzieren und so an die verfügbare Infrastruktur anzupassen, wird Wärme-
strahlung nicht berücksichtigt. Eine Abschätzung des Wärmeeintrags auf das
TEM-Netzchen durch diesen Kanal rechtfertigt das Vorgehen auch aus physi-
kalischer Sicht. Dies soll hier kurz gezeigt werden.
Für den hier betrachteten Fall mit einer Umgebungs- und Probentemperatur in
Höhe von etwa 290K bzw. 80K, ergibt sich nach Gleichung (2.27) ein strah-
lungsbedingter Wärmeeintrag pro Flächeneinheit auf das TEM-Netzchen von
PAS = σ · [0,8 · (80K)4 − 0,1 · (290K)4] ≈ −40Wm−2. Den materialabhängigen
Emissivitäten [165] wurde mit εCu = 0,8 und εStahl = 0,1 Rechnung getragen.
Zum Vergleich wird der oben in der Simulation zur Approximation des Probensub-
strats berechnete Konvektionskoeffizient h herangezogen. Die Simulation liefert
einen Wert von h ≈ 19Wm−2K−1. Mit Hilfe von Gleichung (2.30) lässt sich
nun der konvektionsbedingte Wärmeeintrag pro Flächeneinheit auf das TEM-
Netzchen abschätzen. Er ist PAK = 19Wm−2K−1·(80K− 290K) ≈ −3200Wm−2.
Der Wärmeeintrag über den Strahlungskanal ist also etwa zwei Größenordnungen
kleiner, als jener über den Konvektionskanal. Der Ausschluss des Ersteren in der
Simulation des Probentransfers kann deshalb ohne signifikante Verfälschung des
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Abbildung 6.5 – Falschfarbendarstellung der Materialbereiche und Randbedin-
gungen, wie sie der Simulation des Probentransfers zugrunde gelegt wurden. (links)
Der Manipulator aus Edelstahl (violett) ist von einen thermischen Dämpfer (grün)
aus Torlon R© mit einer geringen Wärmeleitfähigkeit unterbrochen. Das Kupferschiff-
chen (rot) hat eine Aperturnase aus Aluminium (gelb), in der die Probe (türkis)
befestigt ist. Das Edelstahlgehäuse (blau) ist mit einem Kunststoffdeckel (oran-
ge) verschlossen. (rechts) Die Farben kodieren die Anfangs- und Randbedingungen
der Simulation. Anfangstemperatur von 63,15K (blau), Anfangstemperatur von
293,15K (orange) und oberflächliche Randbedingung von 293,15K (rot).
Ergebnisses vorgenommen werden.
Reduzierung des Realmodells auf relevante Komponenten
Beim Vergleich des Modells in Abbildung 6.5 mit dem realen Aufbau in Abbil-
dung 6.2d wird deutlich, dass nur der innere Teil der Transferdose direkt simuliert
wird. Die restlichen Elemente können indirekt mit der Oberflächenrandbedingung
einer konstanten Temperatur in Höhe von 293,15K berücksichtigt werden. Hier
gilt das gleiche Argument wie im Fall des Probensubstrats und der Aperturnase:
die Wärmekapazität der inneren Transferdose ist vernachlässigbar im Vergleich
zum Rest des Systems.
Abbildung 6.5 fasst die einzelnen Komponenten, ihre Materialien, die definierten
Randbedingungen und die gesetzten Anfangswerte der Simulation zusammen. Die
Berücksichtigung der tatsächlich verwendeten Materialien und ihrer thermischen
Eigenschaften ist wichtig, um belastbare Ergebnisse zu generieren. Der Manipu-
lator besteht aus Edelstahl, wobei er im Bereich seiner Spitze einen Einsatz aus
Torlon R© hat [166]. Das Schiffchen besteht aus Kupfer. Die Aperturnase ist aus
Aluminium gefertigt und die Probe wird mit einem Schraubring aus Kupfer in
Position gehalten. Das Gehäuse ist aus einem Stück Edelstahl gefräst und mit
einem Deckel aus Polytetrafluorethylen (PTFE) abgeschlossen. Das Innere der
Transferdose ist mit Stickstoffgas gefüllt.
Es wurden folgende Anfangsbedingungen gesetzt: Schiffchen und Manipulator-
spitze bei 63,15K, Stickstoff bei TN2 = 250K bzw. pN2 = 130mbar und restlichen
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Abbildung 6.6 – Zeitlicher
Temperaturverlauf des TEM-
Netzchens in Abhängigkeit von
der Stickstofftemperatur TN2 .
Ausgehend von T0 = 65K steigt
die Probentemperatur zunächst
steil an und erreicht in allen drei
Fällen nach etwa 250 s den kriti-
schen Wert T = 140K. Die ersten
0,2 s sind im Einsatz vergrößert
dargestellt.
Teile bei 293,15K. Auf den rot gefärbten Oberflächen wurde als zeitunabhängi-
ge Randbedingung eine Temperatur in Höhe von 293,15K definiert. Die für die
Konvektionsströme wichtige Richtung der Erdbeschleunigung wurde so festgelegt,
dass sie der kürzesten Verbindungslinie zwischen Probe und Schiffchen folgt. Da
die Stickstofftemperatur TN2 lediglich eine Schätzung1 ist, wurden zwei zusätzli-
che Simulationsrechnungen durchgeführt, in denen alle Parameter und Rahmen-
bedingungen bis auf diese Temperatur identisch waren. Der Stickstoff war dabei
200K bzw. 300K warm. Diese Spanne deckt mit hoher Wahrscheinlichkeit die
tatsächlichen Verhältnisse innerhalb der Transferdose ab.
6.2.2 Ergebnisse
Die Rechenzeit der drei Simulationen betrug etwa 120 h auf einem System aus
zwölf Intel R© Xeon R©-Kernen des Typs X5650 mit 2,67GHz, ausgestattet mit
12GB Arbeitsspeicher und einer SSD. Das Gitter hatte 823714 Elemente, 667245
davon waren der Stickstoffatmosphäre im Behälter zugeordnet. Volumenbereinigt
war das Gitter im gasförmigen Teil des Modells 4,5 mal dichter als jenes, das die
Festkörper abgebildet hat. Dieses Ungleichgewicht spiegelt die Komplexität der
Berechnung von Konvektionsströmen im Vergleich zu Wärmeleitung in Festkör-
pern wieder.
Abbildung 6.6 stellt das Hauptergebnis der Simulation dar. Es handelt sich dabei
um den zeitlichen Temperaturverlauf des TEM-Netzchens in Abhängigkeit der
Stickstofftemperatur TN2 , wie sie am Anfang des Probentransfers innerhalb der
1Die Temperatur wurde folgendermaßen abgeschätzt: Man gewichte die Oberflächentemperatu-
ren innerhalb des Präparationsbehälters mit den Anteilen der jeweiligen Oberflächen in Rela-
tion zur das Stickstoffgas umgebenden Gesamtoberfläche. Also, T ≈ 0,2 ·70K+0,8 ·290K =
246K.
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Abbildung 6.7 – Zeitlicher Verlauf
der Wärmeleistung, die über die Spitze
des Manipulators in Richtung des Schiff-
chens fließt. Integration der Kurve er-
gibt die über einen Zeitraum von 300 s
transportierte Energiemenge. Die Wär-
memenge ist 60,3 J. Man beachte die lo-
garithmische Auftragung von P .
Transferdose herrscht. Der steile Anstieg im Verlauf der ersten 0,01 s ist auf die
große Temperaturdifferenz zwischen dem Schiffchen und seiner gasförmigen Um-
gebung zurückzuführen. Sie beträgt bei t = 0 s je nach Simulation 135K, 185K
oder sogar 235K. Entsprechend erwärmt sich die Probe auf 82K, 85K bzw. 94,5K
innerhalb kürzester Zeit nach dem Beginn des Transfers.
Im vergrößerten Einsatz der Abbildung 6.6 erkennt man, dass sich die Proben-
temperatur nach dem steilen Anstieg wieder um wenige Kelvin abkühlt. Man
kann dieses Verhalten dadurch erklären, dass der anfängliche Wärmestrom ins
Innere des Schiffchens zum Stillstand kommt, sobald sich eine kalte Gasschicht
um das Schiffchen und die Probe gebildet hat. Ab diesem Zeitpunkt wird die
Energie der erwärmten Festkörperoberfläche ins weiterhin kalte Kernmaterial ab-
geführt. Das entspricht dem leichten Absinken der Probentemperatur welches
von t = 0,02 s bis t = 0,1 s andauert. Danach steigt die Temperatur entsprechend
der oben beschriebenen äußeren Energieeinträge. In Abhängigkeit der Startbedin-
gungen erreicht die Probe die in Abschnitt 6.1 erläuterte kritische Temperatur
Tkr ≈ 140K nach t300K = 210 s, t250K = 240 s bzw. t200K = 270 s. Da ein typi-
scher Probentransfer für eine geübte Person etwa 40 s dauert und das Schiffchen
nur etwa 4/5 dieser Zeit innerhalb der Transferdose verbringt, kann festgehalten
werden, dass die vitrifizierte Probe während des Vorgangs auch im ungünstigs-
ten – und mit 300K Stickstofftemperatur auch unrealistischen – Fall nicht die
Phasenübergangstemperatur zum kristallinen Eis überschreitet.
Ein enormer Vorteil einer Simulationsrechnung im Vergleich zu experimentellen
Messungen – vorausgesetzt die Rechnungen sind korrekt – ist der ortsaufgelöste
Zugang zu einer Vielzahl von Parametern, wie etwa Energieflüssen, Temperatu-
ren und Geschwindigkeitsfeldern. So lässt sich untersuchen, welche Wärmemen-
gen über die einzelnen Wirkungskanäle, Wärmeleitung und Konvektion, zwischen
dem Schiffchen und seiner direkten Umgebung fließen. Abbildung 6.7 zeigt den
zeitlichen Verlauf des Wärmestroms, der das Schiffchen über den Manipulator
erreicht. Die Fläche unter der Kurve entspricht der über Wärmeleitung eingetra-
genen Energiemenge. Über diesen Kanal hat das Schiffchen innerhalb der ersten
300 s die Energiemenge EL = 60,3 J aufgenommen.
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Abbildung 6.8 – Stromlinien innerhalb der Transferdose bei unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Beginn der Simulation. Dargestellt ist die Projektion entlang
der Symmetrieachse der Transferdose. Das Schiffchen ist farblich hervorgehoben.
(links) Die ersten Wirbel formen sich bereits nach 0,05 s an den Engstellen zwischen
Schiffchen und Behälterwand. (mitte) Nach 0,1 s haben sich die Wirbel deutlich
ausgedehnt. (rechts) nach 60 s zirkulieren vier Walzen innerhalb der Transferdose.
Es ist interessant zu beobachten, dass die Heizleistung mit der Zeit schnell ab-
nimmt. Nach 50 s beträgt sie nur noch gut 3% ihres Ausgangswertes von 6,1W.
Das liegt an der anfänglich hohen Temperaturdifferenz zwischen dem Schiffchen
und der Stahlspitze auf der einen und dem Torlon samt Manipulator auf der ande-
ren Seite. Diese gleicht sich allmählich aus, was zum Absinken der Wärmeströme
und damit auch der Heizleistung führt.
Eine Abschätzung der Energiemenge ∆E = ∆T
(
mAl · CAlp +mCu · CCup
)
, die nö-
tig ist, um das Schiffchen ausgehend von T0 = 65K auf seine Endtemperatur
T1 = 145K bei t = 300 s zu erwärmen, führt auf den Wert ∆E ≈ 500 J. Dabei
wurden die Teilmassen mAl = 1,2 g und mCu = 13,5 g sowie die entsprechen-
den spezifischen Wärmekapazitäten bei konstantem Druck CAlp = 0,88 J g−1K−1
und CCup = 0,38 J g−1K−1 eingesetzt. Das Ergebnis liegt etwa eine Größenord-
nung oberhalb der durch den Manipulator eingetragenen Wärmemenge EL. Das
bedeutet, in erster Linie ist die Konvektion für die Erwärmung des Schiffchens
verantwortlich.
Obwohl innerhalb der Transferdose nur 130mbar herrschen, ist dieses Ergebnis
plausibel. Abbildung 6.8 zeigt warum. Die großen Temperaturunterschiede zwi-
schen dem kryogenen Schiffchen und dem warmen Stickstoffgas induzieren bereits
nach einem Bruchteil einer Sekunde Wirbel. Der abgekühlte Stickstoff fließt ent-
lang des Schiffchens links und rechts an ihm vorbei und sinkt mittig zu Boden.
Die Kombination aus nachkommendem Gas und Auftrieb durch Erwärmung an
der Behälterwand befördert den Stickstoff zu beiden Seiten wieder nach oben. An
der oberen Spitze der Aperturnase angekommen beginnt der Kreislauf von vorne.
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Abbildung 6.9 – Stromlinien innerhalb der Transferdose bei unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Beginn der Simulation, wenn das Schiffchen im Vergleich zur
Situation in Abbildung 6.8 um 180◦ gedreht wird. Die Vermutung wonach die
Probe auf diese Weise vor warmen Gasströmungen geschützt wird, bestätigt sich
nicht. Der zeitliche Temperaturverlauf des TEM-Netzchens ändert sich dadurch
nicht.
Die Simulation offenbart, dass eine Reduktion des ständigen Gasaustauschs zwi-
schen warmen und kalten Oberflächen innerhalb des Transfersystems den größten
Zeitgewinn bringen würde – sollte er denn gebraucht werden. Eine Strukturierung
der Oberflächen von Schiffchen und Behälterwand dürfte die laminaren Strömun-
gen aufbrechen und so einen effektiven Wärmetransport durch Konvektion ver-
hindern.
Der Ansatz das Schiffchen während des Transfers um 180◦ zu drehen, um so
die Probe in einem Bereich innerhalb der Transferdose zu positionieren (siehe
Abbildung 6.9) in dem sich vergleichsweise kaltes Stickstoffgas befindet – was die
in Abbildung 6.8 dargestellte Situation suggeriert – hat keine positive Auswirkung
auf den zeitlichen Temperaturverlauf der TEM-Netzchens. Eine entsprechende
Simulation zeigt, dass der Zeitgewinn durch diese Maßnahme lediglich wenige
Sekunden beträgt.
6.3 Anwendung: Kryo-Ptychographie im
Wasserfenster
Um die Einsatzmöglichkeit des zuvor beschriebenen Transfersystems zu veran-
schaulichen und ein Anwendungsbeispiel der in den Kapiteln 4 und 5 präsentier-
ten Mikroskopsysteme zu demonstrieren, wird in diesem Abschnitt ein Modell-
experiment diskutiert. Es handelt sich dabei um kryogene Ptychographie einer
als Testobjekt dienenden Kieselalge. Das Experiment soll als Vorbereitung auf
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entsprechende Messungen mit organischem Material dienen.
Wie in Abschnitt 2.2 erläutert, handelt es sich bei der Ptychographie um ein
Bildgebungsverfahren, bei dem die Probe mit Hilfe einer durch eine Apertur be-
grenzten Beleuchtungsfunktion abgerastert wird. Ein Pixeldetektor zeichnet die
Streuinformationen im Fernfeld auf. Die bestrahlten Flächen auf der Probe weisen
dabei einen Überlapp auf, der es erlaubt, die Konvergenz des Algorithmus dras-
tisch zu beschleunigen [167]. Die Besonderheit des Verfahrens liegt darin, dass
gleichzeitig Amplituden- und Phaseninformation der Probe sowie die komplex-
wertige Beleuchtungsfunktion rekonstruiert werden können [68].
Ptychographische Experimente mit HORST wurden bereits in Verbindung mit
einer klassischen, dehydrierten Probenumgebung beschrieben [69, 70]. Die ptycho-
graphische Abbildung vitrifizierten Materials wurde an anderer Stelle realisiert –
wenn auch bis jetzt nur mit harter Röntgenstrahlung, bei der keine evakuierte
Probenumgebung benötigt wird [168]. In diesem Abschnitt wird Ptychographie
im weichen Röntgenspektrum demonstriert. Die Vorteile der Untersuchung biolo-
gischen Materials mit weichem Röntgenlicht innerhalb des sogenannten Wasser-
fensters werden in Abschnitt 8.4 erläutert.
Es folgt ein kurzer Überblick über die grundlegendsten Ergebnisse des ptychogra-
phischen Experiments. Für eine detaillierte Auswertung in Kombination mit den
zuvor präsentierten Simulationen des Kryo-Transfersystems wird auf eine sich in
Vorbereitung befindende Veröffentlichung verwiesen [169]. Der hier angewendete
Algorithmus wird in [68, 112] im Detail beschrieben und wurde von K. Gieweke-
meyer2 in MATLAB R© implementiert [170].
6.3.1 Experimentaufbau
Die Messungen wurden am Strahlrohr U49-2/PGM1 des Elektronenspeicherrings
BESSY II in Berlin durchgeführt. Beim Experimentaufbau handelte es sich um die
Vakuumkammer HORST, welche mit dem zuvor in Abschnitt 6.1 beschriebenen
Kryo-Transfersystem und einem aktiv gekühlten Probentisch ausgestattet war.
Die in der Fokusebene der Strahlrohroptik positionierte Apertur (gebohrt mit
einem fokussierten Ionenstrahl in eine mit 2 µm Gold bedampfte 100nm starke
Si3N4-Membran) hatte den Durchmesser D = 2 µm. Die mit Hilfe des Telemikro-
skops in Abschnitt 5.3.1 bestimmte Distanz l zwischen Probe und Apertur be-
trug 200 µm. Durch die Apertur wurde die Beleuchtungsfunktion zum Abrastern
der auf 120K temperierten Probe definiert. Sie wurde in 800nm weiten Schrit-
ten auf einem 20,8 µm × 19,2 µm quadratischen Gitter abgerastert, indem das
TEM-Netzchen mit Piezo-Linearmotoren (P-622.1CD und P-622.ZCD PIHera R©,
2Institut für Röntgenphysik, Georg-August-Universität Göttingen, 37077 Göttingen und Eu-
ropean XFEL GmbH, Notkestrasse 85, 22607 Hamburg.
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HORST HORST Kryo-Mikroskop
Abbildung 6.10 – Vergleich kryo-mikroskopischer Aufnahmen bei EU49 = 517 eV
und sichtbarem Licht. (links) Typisches Detektorbild aufgenommen mit HORST
bei 517 eV. Man erkennt die rechteckige Strucktur des TEM-Netzchens. Der Strahl-
fänger ist gelb angedeutet. Die Kieselalge ist mit einem Pfeil markiert. Der mit
einer grünen Strichlinie eingerahmte Bereich entspricht dem rechts gezeigten Bild-
ausschnitt des Kryo-Mikorskops. Der Skalenbalken ist 100 µm. (mitte) Durch Ver-
fahren des Proben-Stelltisches wurde eine höhere Vergrößerung erreicht. Strichli-
nien deuten die Orientierung der Stege an. Der Skalenbalken ist 50 µm. (rechts)
Lichtmikroskopische Aufnahme der vitrifizierten Kieselalge vor dem Einschleusen
in HORST. Der Skalenbalken ist 50 µm.
Physik Instrumente, Deutschland) vor der Apertur bewegt wurde. Die so in jeder
der 27 × 25 Positionen mit einer Belichtungszeit von 0,1 s erzeugten Streubilder
wurden mit einem im Abstand L = 436mm strahlabwärts positionierten De-
tektor (Modell DODX436 der Firma Andor Technology, Vereinigtes Königreich
mit 2048×2048 Pixeln der Größe 13,5 µm) aufgezeichnet. Das bei diesem Experi-
ment genutzte monochromatische Röntgenlicht hatte die Photonenenergie EU49 =
517 eV. Das entspricht der Wellenlänge λU49 = 1240 eVnm/517 eV = 2,40 nm. Die
hier untersuchte Testprobe, ein fossiles Diatom, wurde anhand des in Unterab-
schnitt 3.3.2 beschriebenen Protokolls auf 200er TEM-Netzchen vitrifiziert.
6.3.2 Praktischer Einsatz der optischen Kryo-Einheit
Abbildung 6.10 zeigt einen Vergleich zwischen typischen Detektorbildern von
HORST, anhand derer die Probenauswahl und Justage durchgeführt werden muss
und Bildern der gleichen Substratregion aufgenommen mit dem optischen Kryo-
mikroskop aus Abschnitt 4. Der während Probenjustage verwendete Strahlfänger
ist gelb markiert. Die grüne Strichlinie umschließt jenen Bereich, den die rechts
dargestellte Aufnahme des optischen Kryo-Mikroskops abdeckt. Das sich in der
Mitte befindende Detektorbild wurde im weiteren Verlauf der Justage aufgenom-
men, als die Probe zunehmend näher an der Apertur positioniert wurde. Hier
stimmt der Maßstab mit dem der lichtmikroskopischen Aufnahme überein. Der
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Pfeil markiert jeweils das im Vorfeld ausgewählte Diatom.
Der Vergleich aller drei Bilder betont, wie wichtig eine Vorcharakterisierung der
Proben ist. Alleine auf Grundlage der Detektorbilder von HORST, die während
der Probenjustage zur Verfügung stehen, ist eine verlässliche und effektive Pro-
benauswahl nicht möglich. Die zuvor in Unterabschnitt 4.5 diskutierten Vorteile
der Kryo-Einheit bestätigen sich somit im praktischen Einsatz, wo das optische
Bildmaterial zunächst zur Probenauswahl und im Anschluss als Orientierungshil-
fe bei der Probenjustage dient.
6.3.3 Ergebnisse
Abbildung 6.11 fasst die ptychographischen Rekonstruktionen des Experiments
zusammen und vergleicht sie mit einem lichtmikroskopischen Bild der vitrifizier-
ten, abgerasterten Kieselalge. Die direkte Gegenüberstellung der in der unteren
Zeile dargestellten optischen und ptychographischen Absorptionsaufnahmen zeigt,
dass die äußeren Kanten der Kieselalge in der Rekonstruktion deutlich besser auf-
gelöst werden. Es werden sowohl periphere als auch innere Strukturen der Probe
sichtbar, die im lichtmikroskopischen Bild verborgen bleiben.3
Der große Vorteil der präsentierten Methode ist allerdings nicht in erster Linie
eine potentiell höhere Auflösung, sondern die zur Amplitudeninformation komple-
mentäre Phaseninformation. Dies wird in der Darstellung der komplexen Objekt-
funktion oben links in Abbildung 6.11 deutlich. An Stellen im Absorptionsbild,
wo keine Helligkeitsvariation erkennbar ist, etwa um das Diatom herum, wird ein
von außen nach innen stetig zunehmender Phasenschub sichtbar. Er wird durch
die zum Diatom hin zunehmende Stärke des amorphen Eises verursacht.
Die Rekonstruktion der Beleuchtungsfunktion in der Probenebene erscheint plau-
sibel, wenn man bedenkt, dass eine 2 µm große Apertur verwendet wurde und
sich die Probe etwa 200µm von ihr entfernt befand. Bei bekannter Beleuchtungs-
funktion kann beispielsweise die in eine Probe eingebrachte Strahlendosis genau
bestimmt werden [171]. Ausserdem können auf diesem Wege optische Systeme
charakterisiert werden [172, 173].
3Man beachte, dass es sich hierbei um eine Aufnahme bei tiefkalten Temperaturen, aufgenom-
men mit der in Kapitel 4 beschriebenen Kryo-Einheit, handelt. Konventionelle Lichtmikro-
skopie ist ohne Zweifel in der Lage, bessere Ergebnisse zu liefern.
73
6 Kryo-Transfersystem für HORST
0π0π
0,2
0,4
0,6
0,8
 
 
Abbildung 6.11 – Vergleich ptychographischer Rekonstruktionen einer vitrifizier-
ten Kieselalge bei EU49 = 517 eV mit optischer Kryo-Mikroskopie. (oben links)
Rekonstruierte komplexe Objektfunktion. Helligkeit kodiert die Transmission und
Farbe die Phase. Der Skalenbalken ist 5 µm. (oben rechts) Rekonstruktion der kom-
plexen Beleuchtungsfunktion in der Probenebene. Helligkeit kodiert die Intensität
und Farbe die Phase. Der Skalenbalken ist 2µm. (unten links) Lichtmikroskopische
30× Aufnahme des vitrifizierten Diatoms vor dem Einschleusen in HORST. Der
Skalenbalken ist 5 µm. (unten rechts) Amplitudeninformationen der rekonstruierten
Objektfunktion. Der Skalenbalken ist 5 µm.
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7 Gefriertrockner
Dieses Kapitel beschreibt die Konstruktion einer Vorrichtung zur Gefriertrock-
nung von zuvor kryogen präparierten Proben. Der Abschnitt der Motivation be-
handelt in aller Kürze die Notwendigkeit eines solchen Geräts bezogen auf die in
dieser Arbeit durchgeführten Experimente. Nach der Erläuterung der Konstrukti-
onsdetails, stützt eine Computersimulation der räumlichen Temperaturverteilung
des Gefriertrockners seine ordnungsgemäße Funktionsweise. Schließlich wird an-
hand von hochauflösenden REM-Aufnahmen gefriergetrockneter Melanosomen
die Qualität der Trocknungsergebnisse demonstriert.
7.1 Motivation
Obwohl die kryogene Präparation biologischer Proben in Bezug auf chemische,
elementare und strukturelle Unversehrtheit das Mittel der Wahl ist, kann es vor-
kommen, dass dieser Ansatz wegen fehlender experimentseitiger Unterstützung
verworfen werden muss. Denn nicht jeder Experimentaufbau verfügt über die
Möglichkeit, kryogene Proben während der Messungen ausreichend zu kühlen und
gleichzeitig ihre Vereisung durch Feuchtigkeit aus der Atmosphäre zu verhindern.
In diesem Fall muss auf getrocknete Proben zurückgegriffen werden.
Die Gefriertrocknung ist, verglichen mit alternativen Methoden wie etwa Kritisch-
Punkt- oder Hochdrucktrocknen (high-pressure freezing, HPF), insbesondere für
Experimente geeignet, bei denen der native Elementgehalt und seine räumliche
Verteilung untersucht werden soll. Beim Gefriertrocknen werden die Proben zu-
nächst vitrifiziert, was die Konservierung natürlicher Strukturen sicherstellt. Zu-
dem setzt der Trocknungsvorgang keinen Zusatz von Stoffen, wie des zum Kritisch-
Punkt-Trocknen benötigten Ethanols oder zum Hochdrucktrocknen notwendigen
Harzes, voraus.
7.2 Konstruktion des Gefriertrockners
Der Entwurf des Gefriertrockners sollte zwei Ziele vereinen. Zum einen eine mög-
lichst einfache Bedienung des Systems und zum anderen die Nutzung bereits
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Abbildung 7.1 – Kühlfalle mit der angebauten Erweiterungseinheit zum Gefrier-
trocknen. (links) Schematische Darstellung der Vakuumkammer, wobei zur besse-
ren Übersichtlichkeit die Oberseite, eine Seitenwand und die Tür entfernt wurde.
Die Kühlfalle besteht aus einem Stahlzylinder an dem Kupferbauteile befestigt
sind. Die Flügel erhögen die kalte Oberfläche und damit die Wirksamkeit. Das rot
gekennzeichnete Element ist rechts vergrößert dargestellt. (rechts) Gefriertrocken-
einheit mit zwei Magazinen zu je drei Proben-Schiffchen. Blattfedern sorgen für
einen optimalen thermischen Kontakt.
vorhandener Infrastruktur, nämlich der Vakuumkammer HORST. Da HORST
über eine mit flüssigem Stickstoff betriebene Kühlfalle verfügt, wurde der Gefrier-
trockner als ein zusätzliches Modul dieser Einheit konstruiert.
Der gesamte Aufbau ist in Abbildung 7.1 schematisch dargestellt, wobei die im
Rahmen dieser Arbeit konstruierten Anbauten im Detail auf der rechten Seite il-
lustriert sind. HORSTs Kühlfalle besteht aus einem Stahlzylinder, der über einen
Flansch mit der Oberseite der Vakuumkammer verbunden ist. Um die Pumpleis-
tung der Kühlfalle zu erhöhen, sind am Zylinder zwei großflächige Kupferflügel
angebracht. Die Vorrichtung wird über eine Öffnung am Deckelflansch mit flüssi-
gem Stickstoff befüllt.
An einem der Kupferflügel ist die Gefriertrockeneinheit befestigt. Auf dem L-
förmigen Träger befinden sich zwei Magazine für jeweils drei Proben-Schiffchen.
Die Schiffchen werden mit Hilfe von seitlich angebrachten Blattfedern fest an die
Unterlage gedrückt, um einen möglichst optimalen thermischen Kontakt mit der
Kühlfalle zu gewährleisten. Für das Einschleusen der Proben wird das bereits in
Kapitel 6 diskutierte Transfersystem genutzt.
Die Gefriertrocknung läuft folgendermaßen ab: Zunächst wird die Kühlfalle und
ihre Anbauteile mit flüssigem Stickstoff bei evakuierter Kammer abgekühlt. Nach-
dem sie ihre endgültige Gleichgewichtstemperatur erreicht hat, werden die mit
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Abbildung 7.2 – Dreidimensionales Modell, das als Grundlage für die Simulation
der Gefriertrocknung dient. Da die Wärmeeinträge in erster Linie durch Wärmelei-
tung über den Flasch der Kühlfalle und durch Umgebungsstrahlung erfolgen, ent-
hält das Modell die wichtigsten Komponenten in direkter Nähe zur Einfüllöffnung:
Oberseite sowie Seiten- und Rückwand der Vakuum-Kammer. Diese Oberflächen
sind Konvektion mit der 293K warmen Aussenluft ausgesetzt. Im Inneren tauschen
die Rückwand und die ihr zugewandten Flächen der Kühlfalle Strahlungsenergie
aus. Die restlichen kalten Oberflächen erfahren Strahlung durch einen 293K war-
men Hintergrund.
kryogen präparierten TEM-Netzchen bestückten Proben-Schiffchen mit Hilfe des
Transfersystems einzeln in die Magazine geladen. Sobald dies abgeschlossen ist,
kann der restliche in der Kühlfalle befindliche flüssige Stickstoff mit Druckluft
herausgeblasen werden. Ab diesem Zeitpunkt wärmt sich das System durch zwei
Wärmekanäle auf. Zum einen durch die Wärmeleitung, die über den Flansch
wirkt und zum anderen durch Wärmestrahlung, die die Oberflächen im Inneren
der Vakuumkammer mit der Umgebung austauschen.
Eine Computersimulation soll bestätigen, dass die Temperatur des exponierten
Proben-Schiffchens im Ausgangszustand des mit flüssigem Stickstoff abgekühlten
Gefriertrockners nicht die in Unterabschnitt 3.3.2 diskutierte kritische Tempe-
ratur Tkr = 136K überschreitet. Die im Folgenden präsentierten Berechnungen
wurden mit Hilfe des Softwarepakets COMSOL Multiphysics R© durchgeführt.
7.3 Simulation der Temperaturverteilung
Die beiden relevanten Kanäle für Wärmeeinträge in den Gefriertrockner sind
die direkte Wärmeleitung über den Flansch sowie Wärmestrahlung im Inneren
der Vakuumkammer. Um die Wärmeleitung möglichst realistisch zu berücksichti-
gen, enthält das zugrunde gelegte Simulationsmodell (siehe Abbildung 7.2) drei
der insgesamt sechs Kammerwände. Sie befinden sich in direkter Umgebung des
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Abbildung 7.3 – Ergebnis der Temperatursimulation des Gefriertrockners. (links)
Thermischer Gleichgewichtszustand der Kühlfalle wie er sich beim Einkühlen mit
77K kaltem flüssigen Stickstoff einstellt. (rechts) Vergrößerte Darstellung des
Proben-Schiffchens mit einer reskalierten Farbskala. Die Temperaturdifferenz zwi-
schen der kältesten und wärmsten Stelle beträgt lediglich 0,3K.
Flanschs und bilden die Konvektion mit der Umgebungsluft ab.
Da die Kammer während des Trockenvorgangs evakuiert ist, spielt Konvektion
in ihrem Inneren keine Rolle. Lediglich die Infrarotstrahlung muss berücksich-
tigt werden. Hier werden zwei Fälle unterschieden. Weil sich die Kupferflügel der
Kühlfalle nur wenige Millimeter von der Rückwand entfernt befinden, wird in der
Simulation an dieser Stelle ein bidirektionaler Strahlungsaustausch festgelegt. Das
gilt in gleicher Weise für die der Rückwand zugewandten Flächen des Kühlfallen-
Zylinders. Die verbleibenden Oberflächen erfahren einen unidirektionalen, von
einer 293K warmen Umwelt verursachten Energieeintrag durch Wärmestrahlung.
Diese Unterscheidung reduziert die Rechenzeit ohne einen signifikanten Fehler zu
verursachen, weil die ihnen zugewandten Oberflächen weit genug von der Kühl-
falle entfernt sind, so dass sie in sehr guter Näherung eben jene konstanten 293K
aufweisen.
Der Kühlfallen-Zylinder und die Wände bestehen aus Edelstahl mit der Emissi-
vität εES = 0,38. Die Emissivitäten der Kupferteile sowie der Apertur-Nase aus
Aluminium in der sich die Proben befinden, sind εCu = 0,78 bzw. εAl = 0,25.
Die korrekte Definition der Emissivitäten1 der großflächigen Kühlfallenelemente
ist essentiell, da Wärme in diesem Bereich exklusiv über den Strahlungskanal
eingetragen wird.
1Die Oberflächeneigenschaften der verbauten Materialien wurden bei der Zuweisung der Emis-
sivitäten berücksichtigt. Im Fall des Edelstahls ist das die Sandstrahlbehandlung und bei
den Bauteilen aus Kupfer die Oxidschicht [174].
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Abbildung 7.4 – Aufwärmkurve des Ge-
friertrockners ausgehend von der Tem-
peratur Tkr = 136K. Bevor die durch
den Kammerdruck p = 1× 10−7mbar be-
stimmte Sublimationstemperatur in Hö-
he von 150K ausgehend von Tkr erreicht
ist, vergehen 2,5 h.
Zur Berechnung des Gleichgewichtszustands aus den oben beschriebenen Rand-
bedingungen und dem auf 77K gesetzten Inneren des Kühlfallen-Zylinders wird
die Gleichung (6.1) gelöst.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 7.3 zusammengefasst. Auf der linken Seite ist
die Gleichgewichtslösung für t = 0 s dargestellt. Dabei wurden die Kammerwände
ausgeblendet, um die kleinen Temperaturunterschiede der Kühlfalle sichtbar zu
machen. Der Zylinder ist erwartungsgemäß bei 77K. Die Kupferflügel werden
hingegen bis zu 96K warm. Der Kontakt des oberen Flügels mit dem L-förmigen
Profil senkt seine Temperatur um etwa 10K im Vergleich zum unteren identisch
dimensionierten Kühlelement.
Das in Abbildung 7.3 rechts mit einer reskalierten Farbskala vergrößert dargestell-
te Proben-Schiffchen zeigt, dass die auf diesem Bauteil maximal herrschende Tem-
peraturdifferenz 0,3K beträgt. Erwartungsgemäß ist der filigrane Teil des Schiff-
chens, in den die TEM-Netzchen untergebracht sind, am wärmsten. Nichtsdesto-
trotz zeigt die Simulationsrechnung, dass sich die Proben zu Beginn des Gefriertro-
ckenvorgangs unterhalb der kritischen Phasenübergangstemperatur Tkr = 136K
befinden.
7.4 Gefriertrocknung in der Praxis
Bei der Diskussion in Unterabschnitt 3.3.3 hat sich bereits angedeutet, dass eine
Gefriertrocknung gänzlich ohne Rekristallisation der Probe in der Praxis kaum
durchführbar ist. Um das zu realisieren, müsste der Gefriertrockner einerseits
bei anspruchsvollen Vakuumdrücken arbeiten und andererseits würde der Trock-
nungsvorgang inakzeptable Zeitspannen beanspruchen.
Laut des in Abbildung 3.5 dargestellten Sättigungsdampfdrucks von Eis pS be-
ginnt die Sublimation der amorphen Probe, bei einem für HORST typischen
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Abbildung 7.5 – Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von mit Hilfe des
in diesem Kapitel beschriebenen Aufbaus gefriergetrockneten Melanosomen des
Typs C57BL/6J (B6). (links) Agglomerat aus einer Vielzahl von Melanosomen.
Im Hintergrund ist die perforierte Kohlenstofffolie des TEM-Netzchens zu sehen.
Der Skalenbalken ist 5 µm. (mitte) Höher vergrößertes Agglomerat auf dem glei-
chen Substrat. Die Probe zeigt keine Trocknungsartefakte. Der Skalenbalken ist
500 nm. (rechts) Einzelnes Melanosom bei 48 000× Vergrößerung. Der Skalenbal-
ken ist 500 nm.
Kammerdruck von p = 1× 10−7mbar, erst bei TS = 150K. Vergleicht man die-
sen Wert mit der experimentell bestimmten Aufwärmkurve (siehe Abbildung 7.4)
des konstruierten Gefriertrockners, dann stellt man fest, dass Die Zeitspanne aus-
gehend von Tkr bis TS etwa 2,5 h beträgt. Somit dürfte die amorphe Eismatrix
vollständig rekristallisiert sein, noch bevor die Trocknung der Probe eingesetzt
hat [146, 175].2 Allerdings sollten dabei nicht die Größenordnungen der poten-
tiellen Schäden durch Eiskristalle und der Einsatzzweck der gefriergetrockneten
Probe aus den Augen verloren werden. Es ist nicht zu erwarten, dass die Er-
gebnisse des in Abschnitt 8.5 diskutierten Experiments zur Untersuchung der
räumlichen Elementverteilung einzelner Melanosomen davon beeinträchtigt wer-
den. Diese Annahme wird im folgenden Abschnitt überprüft.
7.5 Überprüfung der Trocknungsergebnisse mittels
REM-Aufnahmen
In diesem Abschnitt werden Aufnahmen präsentiert, die mit Hilfe eines Raster-
Elektronenmikroskops (REM) erstellt wurden. Diese oberflächensensitive Technik
ist aufgrund der erreichbaren Vergrößerungen in Höhe von mehreren 10 000 bei
gleichzeitigen Auflösungswerten in der Größenordnung von 10 nm besonders ge-
eignet, um mit ihr die Morphologie dehydratisierter Proben zu untersuchen.
2Man beachte, dass typische kommerzielle Systeme bei deutlich höheren Drücken arbeiten und
somit kein besseres Ergebnis liefern können [170].
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Abbildung 7.5 zeigt in unterschiedlichen Vergrösserungen mit Hilfe des in die-
sem Kapitel beschriebenen Apparats gefriergetrocknete Melanosomen des Typs
C57BL/6J (B6). Die Probe wurde vor dem Gefriertrocknen anhand des in Ab-
schnitt 3.3 beschriebenen Protokolls aus Mäuseaugen extrahiert und anschließend
auf 200er C-flat R© TEM-Netzchen aus Kupfer vitrifiziert. Es ist wichtig anzumer-
ken, dass, wie in Unterabschnitt 3.3.3 erläutert, das Medium in dem sich die Me-
lanosomen befanden, vor dem Vitrifizieren stufenweise gegen destilliertes Wasser
ausgetauscht wurde. Die Oberfläche der Kohlenstofffolie, die in allen drei Aufnah-
men zu sehen ist, ist entsprechend frei von jeglichen Rückständen. Die beiden
vergrößerten Darstellungen bestätigen dies auch für die Organellen selbst. Deren
Oberflächen weisen zudem keine Trocknungsartefakte auf, die sich etwa in Form
von Verwerfungen oder Rissen bemerkbar machen würden.
Somit kann zusammengefasst werden, dass der hier beschriebene Gefriertrockner
in der Lage ist, zusammen mit einer vorangehenden kryogenen Probenpräparati-
on, gute Trocknungsergebnisse zu liefern.
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Um potentielle Unterschiede auf den Ebenen Struktur und Elementzusammenset-
zung zwischen Melanosomen aus Wildtypmäusen C57BL/6J (B6) und Mutanten
des Typs DBA/2J (D2) auszumachen, wurde eine Reihe von Experimenten an
Synchrotrons durchgeführt. Dabei kam Strahlung aus dem weichen bis harten
Röntgenspektrum zum Einsatz. Für diese Messungen lagen die Organellen suspen-
diert, gefriergetrocknet und vitrifiziert vor. Diese breite Palette an Experimentier-
und Präparationstechniken sollte ein möglichst umfassendes Bild in Bezug auf die
oben genannten Eigenschaften ergeben. Das folgende Kapitel behandelt die einzel-
nen Versuche und diskutiert ihre Ergebnisse. Zusammenfassend wird sich zeigen,
dass sich die Organellentypen insbesondere auf struktureller Ebene voneinander
unterscheiden.
8.1 Streuung an einem Ensemble suspendierter
Melanosomen
Die Untersuchung von in physiologischer Pufferlösung suspendierten Melanoso-
men bietet zwei wichtige Vorteile gegenüber Experimenten mit gefriergetrockne-
ten oder vitrifizierten Proben. Zum einen werden die Organellen außer bei ihrer
Extraktion keiner präparativen Behandlung unterzogen. Und zum anderen basie-
ren die Messergebnisse auf einer sehr großen Zahl von Melanosomen, da der Rönt-
genstrahl über alle im bestrahlten Flüssigkeitsvolumen vorhandenen Organellen
mittelt . Es folgt eine Beschreibung des Experimentaufbaus, um im Anschluss die
Streukurven zu analysieren und die Aussagekraft der gewonnenen Ergebnisse zu
diskutieren.
8.1.1 Experimentaufbau und zu erwartende Ergebnisse
Das Streuexperiment fand am Strahlrohr P12 (BioSAXS) des Synchrotrons PE-
TRA III in Hamburg statt. Es handelt sich um einen dedizierten Experiment-
aufbau für Streuung an Proteinlösungen zur Bestimmung ihrer Struktur [176].
Das Herzstück von P12 ist der Detektor PILATUS 2M (3× 8 Module mit jeweils
487×195 Pixeln) der Firma Dectris R©, Schweiz. Seine quadratischen 172µm großen
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Abbildung 8.1 – Exemplarisches Detektorbild
des PILATUS 2M. Der Detektor ist aus 3× 8 Mo-
dulen mit jeweils 487×195 Pixeln aufgebaut. Das
Bild deckt eine Fläche von 253,7mm × 288,8mm
ab. Bei einer Belichtungszeit von 0,5 s mit Pho-
tonen der Energie 12,8 keV hat der PILATUS im
Bereich des Strahlfängers Intensitäten bis 164 Pho-
tonen detektiert. Im gelb eingerahmten Ausschnitt
wurden hingegen nur maximal 8 Photonen pro Pi-
xel registriert. Als Probe dienten in einer Pufferlö-
sung suspendierte Melanosomen. Das verdeutlicht,
dass Streuexperimente an schwach streuenden bio-
logischen Proben bei harter Röntgentrahlung ohne
Einzelphotonenzähler kaum denkbar sind.
Pixel sind in der Lage, einzelne Photonen zu registrieren. Zusammen mit der Ab-
wesenheit von Untergrundrauschen – sei es thermisch oder durch den Auslesevor-
gang bedingt – werden somit hochsensitive Experimente an schwach streuenden
Proben wie Makromolekülen möglich, oder, wie in diesem Fall, an Zellorganellen.
Die applizierte Dosis und damit auch die Strahlenschäden sinken auf ein Mini-
mum, wenn das Signal nicht erst eine Untergrundschwelle überschreiten muss, um
prozessierbar zu sein.
Die bei diesem Experiment verwendete Strahlung hatte eine Energie von 12,8 keV.
Das entspricht der Wellenlänge λP12 = 1240 eVnm/12,8 keV = 0,97Å. Der Strahl-
durchmesser wurde im Bereich der Probe auf etwa 1mm bis 2mm fokussiert.
Die Suspension, bestehend jeweils aus einem Melanosomen-Typ in Pufferlösung
(pH 7,2, 10mM HEPES und 0,25M Saccharose), befand sich während der Mes-
sungen in einer auf 10 ◦C temperierten Glaskapillare. Das beleuchtete Flüssigkeits-
volumen VP betrug 20µl. Der Abstand L zwischen Probe und Detektor betrug
3,0m. Mit der Detektorgröße 1475× 1679 Pixel und der damit verbundenen ver-
tikalen Ausdehnung d = 288,8mm, ergibt sich der maximal detektierbare Streu-
winkel θmax = tan−1(d/L) = 5,5◦. Aus Gleichung (2.36) folgt unter der Annah-
me eines Brechungsindex des Puffermediums von n0(λP12) = 1 der Streuvektor
q = 6,2 nm−1.
Abbildung 8.1 zeigt ein exemplarisches Detektorbild. Die Belichtungszeit dieser
Aufnahme war 0,5 s. Die Intensitätswerte reichen von 0 bis 164 Photonen pro
Pixel, wobei sich die Spanne innerhalb des gelb markierten Detektormoduls nur
zwischen 0 und 8 Einheiten bewegt. Dieses Beispiel illustriert, wie wichtig ein
Einzelphotonenzähler für Streuexperimente an schwach streuenden biologischen
Proben beim Einsatz harter Röntgenstrahlung ist.
In Abbildung 8.2 sind die Streudaten beider Mauslinien aufgetragen. Das Com-
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Abbildung 8.2 – Hintergrund-
korrigierte und über 20 Aufnah-
men integrierte Streudaten von
suspendierten Melanosomen der
Mausstränge C57BL/6J (B6) und
DBA/2J (D2). Die Belichtungszeit
betrug 0,5 s pro Aufnahme bei ei-
ner Photonenenergie von 12,8 keV.
Die Graphen unterscheiden sich
insbesondere im Bereich 0,05 nm−1
bis 0,7 nm−1 sowohl in Bezug auf
die Intensität als auch auf die Kur-
venform.
putersystem des Experimentaufbaus prozessiert die Detektordaten selbstständig
so, dass der Experimentator aufbereitete Streukurven dieser Form erhält. Es han-
delt sich jeweils um eine untergrundkorrigierte azimuthale Integration über 20
Aufnahmen mit je 0,5 s Belichtungszeit.
Der Mittelpunkt der Kreise, über die summiert wurde, befindet sich im Bereich
des Strahlfängers (siehe Abbildung 8.1). Die Strahlposition wurde mit einer de-
finiert streuenden Probe pixelgenau bestimmt.1 Da die Streuamplitude I(q, d)
laut Gleichung (2.35) proportional zur bestrahlten Materialmenge ist und sich ih-
re Beiträge Teilchendichte und Teilchendurchmesser nicht ohne weiteres trennen
lassen, ist eine Normierung der Daten, um konzentrationsbereinigte Messwerte
zu erhalten, problematisch. Somit sind absolute Aussagen der Form
„In den Melanosomen des Typs A sind Strukturen im Größenbereich
x y mal häufiger als in den Melanosomen des Typs B.“
auf Grundlage dieses Experiments nicht möglich. Eine strukturelle Analyse der
beiden Melanosomentypen ist allerdings uneingeschränkt ausführbar.
Der Experimentaufbau verfügt über einen automatischen Mechanismus, der die
Messung beendet, sobald von Belichtung zu Belichtung Änderungen innerhalb
der Streukurven detektiert werden. Da dies hier nicht geschehen ist, kann davon
ausgegangen werden, dass die im Anschluss diskutierten Ergebnisse auf Proben
basieren, deren eventuelle Strahlenschädigungen vernachlässigt werden können.
1Zur Kalibrierung des Abstands zwischen Probe und Detektor und zur Bestimmung der Strahl-
position wird in der Regel Silber(I)-behenat (C22H43AgO2) genutzt. Es handelt sich dabei
um ein Salz mit einem Gitterabstand von 58,373Å. Bei Beleuchtung mit monochromati-
schem Röntgenlicht werden Laue-Ringe erzeugt [177].
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8.1.2 Kleinste streuende Strukturen
Bevor die Messdaten im Detail mittels einer Strukturanalyse ausgewertet werden,
beginnen wir mit einer einfachen Abschätzung der in beiden Proben vorhandenen
Strukturgrößen – und zwar an ihrem unteren Ende der Skala. Laut Abschnitt 2.4
streuen die kleinsten Partikel zu den größten q-Vektoren. Allerdings nimmt das
Probensignal mit wachsendem Streuwinkel potentiell ab und kann schließlich
nicht mehr vom Untergrundsignal separiert werden. Die wesentliche Ursache für
den Untergrund ist inkohärente Compton-Streuung (siehe Abschnitt 2.4) [120].
Einen weiteren Beitrag leistet mit hoher Wahrscheinlichkeit diffuse Streuung ei-
nes Kapton-Fensters, das das evakuierte Flugrohr zwischen Probe und Detektor
abschließt.
Da Streuung ein stochastischer Vorgang ist und die Belichtungszeiten in diesem
Experiment nur wenige Sekunden betrugen, führt die Subtraktion des Puffersi-
gnals zu einem flachen Hintergrundrauschen, das bei hohen q-Vektoren sichtbar
wird. Die Stelle, an der die Streukurve in dieses Untergrundsignal übergeht, mar-
kiert also den Betrag des q-Vektors der kleinsten detektierbaren Struktureinheit.
Das Gesetz von Porod besagt, dass sich die Streuamplitude I(q) für qR  1 im
Fall von mesoskopischen Teilchen mit Radius R und wohldefinierten Oberflächen
A verhält wie [120]
I(q) ∝ Aq−4. (8.1)
Wir ergänzen Porods Gesetz um den Parameter C und „weichen“ seinen Abfall in
der vierten Potenz mit einem freien Parameter p auf, um der Tatsache Rechnung
zu tragen, dass es ein konstantes Untergrundsignal gibt bzw. die hier untersuchte
Probe auf den Längenskalen der hier erreichbaren q-Werte möglicherweise nicht
aus glatten Kugeln besteht. Mit diesen Anpassungen können die Daten aus Ab-
bildung 8.2 mit der allgemeinen Funktion
I(q) = Aq−p + C (8.2)
gefittet werden. Die Stelle, an der sich die Asymptoten a1 = C und a2(q) =
Aq−p schneiden, markiert den zur kleinsten Strukturgröße dmin entsprechenden
Streuvektor qmax = (A/C)1/p = 2pi/dmin.
Da der Fit lediglich den Übergang des abfallenden Probensignals in ein konstantes
Untergrundrauschen ermitteln soll, wird eine Einschränkung bei der Wahl der Da-
tenbasis getroffen. Es werden nur Messpunkte mit q ≥ 0,5 nm−1 berücksichtigt.2
Eine visuelle Kontrolle der Graphen in Abbildung 8.2 zeigt, dass ab diesem Be-
reich das Signal in der doppelt logarithmischen Auftragung eine Gerade ist, bevor
die Intensität endgültig abflacht. Die getroffene Einschränkung q ≥ 0,5 nm−1 wird
schließlich in dem Sinne präzisiert, dass die bei hohen Streuvektoren q ≈ 4,5 nm−1
2Die Auswertung des Bereichs q < 0,5 nm−1 folgt in Unterabschnitt 8.1.3.
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Tabelle 8.1 – Parameter des Fits der Funktion (8.2) an Streudaten von Melano-
somen des Typs B6 und D2 und die daraus ermittelten maximalen Streuvektoren
qmax samt der zugehörigen minimalen Strukturgrößen dmin. Die Fehlerbereiche der
Fitparameter entsprechen 95%igen Konfidenzintervallen und die Unsicherheiten
der berechneten Werte ergeben sich aus der Gaußschen Fehlerfortpflanzung.
Fitparameter u. Ergebnisse Melanosomen B6 Melanosomen D2
A 1,69± 0,17 1,91± 0,08
p 1,00± 0,12 2,10± 0,07
C 0,00± 0,14 0,16± 0,05
qmax [nm−1] - 3,26± 0,47
dmin [nm] - 1,93± 0,28
SSE 213,24 218,07
R2 0,7420 0,9308
sichtbaren Intensitätsartefakte (Werte gehen bis ≈ 10 Einheiten) vernachlässigt
werden. Die Modulationen in den ausgeschlossenen Bereichen tragen nicht zur
Problemlösung bei. Sie würden den Fit lediglich negativ beeinflussen.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 8.3 dargestellt und die Fitparameter mit den
daraus berechneten Werten qmax und dmin in Tabelle 8.1 aufgeschlüsselt. Die ma-
ximalen Streuvektoren qmax – wo darstellbar – und die ermittelten Fehlerbereiche
sind mit Hilfe grüner Strich- bzw. Punktlinien kenntlich gemacht. Es zeigt sich,
dass die Melanosomen des Typs B6 zu größeren Winkeln streuen als die Organel-
len des Typs D2, da sich aus dem Fit der B6-Daten keine Abflachung der Kurve
innerhalb des verfügbaren q-Bereichs ergibt. Im Gegensatz dazu geht die Streu-
kurve der D2-Melanosomen ab qmax,D2 = (3,26± 0,47) nm−1 in eine Horizontale
mit C = 0,16 über. Der Einwand, dass diese Beobachtung an einer geringeren
Konzentration der D2-Probe liegt, gilt nicht, da ihre Streukurve im gesamten
q-Bereich eine höhere Intensität aufweist, als die der B6-Suspension.
Qualitativ stimmt das Ergebnis mit dem visuellen Eindruck der Graphen in Ab-
bildung 8.3 überein. Diesen Eindruck bestätigen auch die in der rechten Spalte
aufgetragenen Residuen. Bei beiden Proben sind sie gleichmäßig um die Null-
position verteilt. Die Güte der Fits lässt sich auch quantitativ bewerten. Dazu
wird die Summe der quadrierten Residuen SSE (sum of squared errors) und das
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Abbildung 8.3 – Fit der an Porods Gesetz angelehnten Funktion (8.2) an die
Streudaten von Melanosomen der Typen B6 und D2. (oben links) Der Fit der B6-
Daten besagt, dass die Streuamplitude nicht innerhalb des gemessenen q-Bereichs
in ein konstantes Untergrundsignal übergeht. Die Kurve fällt linear. (oben rechts)
Residuen für jeden Meßpunkt der B6-Daten. (links unten) Die Streuamplitude
fällt zunächst mit etwa der 2. Potenz und flacht anschließend ab. Der Fit liefert
qmax,D2 = (3,26± 0,47) nm−1. (unten rechts) Residuen für jeden Messpunkt der
D2-Daten. Die Verteilung um die Nullposition ist mit bloßem Auge betrachtet
symmetrisch.
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Bestimmtheitsmaß R2 herangezogen. Der erste Parameter ist definiert als
SSE =
n∑
i=1
(yi − yˆi)2, (8.3)
wobei yi die Messwerte und yˆi die entsprechenden Funktionswerte der Fitfunktion
sind. Je kleiner der Wert SSE, desto geringer sind die zufälligen Fehlerkomponen-
ten des Modells und desto besser ist es geeignet, um Vorhersagen für Bereiche
ohne Messdaten zu treffen. Laut den SSE-Werten in Tabelle 8.1 ist die Streuung
der Daten beider Proben um die jeweiligen Modellkurven vergleichbar.
Der zweite Parameter, Determinationskoeffizient genannt, ist definiert als
R2 = 1− SSE
SST
, (8.4)
mit
SST =
n∑
i=1
(yi − y)2. (8.5)
Hier bezeichnet y den Mittelwert der Messwerte yi. R2 kann Werte zwischen 0
und 1 einnehmen. Je höher der Wert, desto größer ist der Anteil der Variation
der Messwerte, die durch das Modell abgebildet wird. Laut Tabelle 8.1 bedeutet
das etwa für den Fit der D2-Daten, dass er 93,1% der Variationen um den Mit-
telwert korrekt beschreibt. Somit bestätigt sich der visuelle Eindruck, wonach
der Fit im Fall der D2-Organellen die Messdaten besser abbildet als bei den
B6-Melanosomen.
Um die Güte des Fitmodells (8.2) mit Hilfe des Parameters R2 richtig zu interpre-
tieren, sollte es mit einem Alternativmodell, etwa mit einer Geraden, verglichen
werden. Fittet man das Modell (8.2) ohne den Summanden C, also I(q) = Aq−p
an die diskutierten Datensätze, so ergeben sich die Werte R2B6 = 0,7420 und
R2D2 = 0,9287. Die Streudaten der B6-Melanosomen werden also durch das Mo-
dell (8.2) mit konstantem Untergrundterm nicht besser abgebildet als durch eine
einfache Potenzfunktion. Im Fall der D2-Melanosomen ist das alternative Modell
ohne asymptotischen Beitrag laut dem Bestimmtheitsmaß minimal schlechter.
Da die absoluten Werte der mit Hilfe des Modells (8.2) bestimmten maximalen
Streuvektoren qmax von der Wahl der Datenbasis abhängen dürften, wird die-
ser Zusammenhang in einer Sensitivitätsanalyse untersucht. Damit soll verifiziert
werden, wie stark das visuell begründete Argument, die Daten unterhalb von
q ≈ 0,5 nm−1 könnten für den Fit ausgeschlossen werden, die Ergebnisse beein-
flusst. Die Auswertung ist in Abbildung 8.4 dargestellt. Die Differenz der dem
Fit zugrunde gelegten Datenpunkte bezieht sich auf den Messwert an der Stel-
le q = 0,5 nm−1. Die Spanne ±60 Datenpunkte übersetzt sich in den Bereich
0,35 nm−1 ≤ q ≤ 0,65 nm−1. Die Graphen zeigen, dass qmax,D2 um etwa ±1 nm−1
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Abbildung 8.4 – Sensitivitätsanalyse der Fitergebnisse zur Bestimmung des ma-
ximalen Streuwinkels qmax. Die Differenz der Datenpunkte bezieht sich auf den
in Abbildung 8.3 dargestellten Fit beginnend bei q = 0,5 nm−1. Davon ausge-
hend entsprechen ±60 Datenpunkte den Streuvektoren q−60 = 0,35nm−1 bzw.
q+60 = 0,65 nm−1. (links) Verlauf von qmax,B6 in Abhängigkeit von der verwende-
ten Datenbasis. (rechts) Verlauf von qmax,D2 in Abhängigkeit von der verwendeten
Datenbasis. Obwohl die quantitativen Ergebnisse schwanken, bleibt die qualitative
Aussage – B6 streut zu höheren q-Werten als D2 – gültig.
um den in Abbildung 8.3 ermittelten Wert 3,3 nm−1 schwankt, und dass der ma-
ximale Streuwinkel bei der B6-Probe trotz der Variation in der Datenbasis stets
größer ist als der entsprechende Wert der D2-Organellen.
8.1.3 Strukturelle Organisation
Die Steigung innerhalb bestimmter q-Intervalle von Streukurven, wie sie in Ab-
bildung 8.2 dargestellt sind, erlaubt Rückschlüsse auf Probenparameter wie die
Form der Bausteine von Aggregaten oder deren Oberflächenbeschaffenheit. Letz-
teres wurde bereits zuvor als Porods Gesetz (8.1) für den Spezialfall glatter Ober-
flächen eingeführt. Je nachdem, wie groß die Abweichung des Exponenten p in
der allgemeinen Streufunktion
I(q) = Aq−p (8.6)
von 4 ist, liegen z. B. Partikel mit einem dichten, homogenen Kern und einer
diffusen (4 < p < 6) [178] oder fraktalen Oberfläche (3 < p < 4) vor [179]. Bewegt
sich der Exponent innerhalb von 1 < p < 3, so spricht man von einem Massen-
oder Volumenfraktal [180–182]. Daneben können Kugeln, Zylinder, Scheibchen
und flexible Gauß’sche Ketten3 anhand der Steigungen unterschieden werden [183,
3Der Begriff Gauß’sche Kette wird in der Literatur synonym für ideale Kette oder frei beweg-
liche Kette verwendet und stammt aus der Polymerphysik.
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184].
Der folgende Unterabschnitt befasst sich mit einer solchen Analyse aufgeteilt nach
den Melanosomentypen B6 und D2. Damit wird das strukturelle Bild, ergänzend
zum Inhalt des Unterabschnitts 8.1.2, auf Streuvektoren q < 0,5 nm−1 ausgedehnt.
Es muss betont werden, dass der mathematische Begriff eines Fraktals, also der
Selbstähnlichkeit, streng genommen unabhängig von einer Größenskala ist. In
realen Systemen, also etwa in den hier untersuchten Proben, kann eine fraktale
Struktur nur innerhalb eines begrenzten Skalenbereichs gelten [179].
Der q-Wert bei dem eine Abweichung vom Potenzgesetz (8.6) hin zu kleineren
Streuwinkeln zu beobachten ist, kann mit Hilfe der Beziehung d ≈ 2pi/q in ei-
ne charakteristische Größe d der streuenden Struktur übersetzt werden. Dieses
Verhalten ist als der Effekt der endlichen Größe bekannt und tritt in Form ei-
nes Intensitätsplateaus zu Tage [181], das durch die Guinier-Näherung (siehe
Abschnitt 2.4) beschrieben werden kann.
Angenommen, die unterschiedlich großen und unterschiedlich strukturierten Pro-
benbestandteile streuen unabhängig voneinander, so kann zur Modellierung der
resultierenden eindimensionalen Streuintensität I(q) ein kombinierter Ansatz aus
der Guinier-Näherung (2.39) und dem bereits aus Unterabschnitt 8.1.2 bekannten
erweiterten Potenzgesetz (8.2) verwendet werden [185–187]:
I(q) = A exp
(−q2R2
3
)
+Bq−p∗ + C. (8.7)
Dabei wird der Betrag q∗ des Streuvektors im zweiten Summanden in der Form
q∗ =
q[
erf
(
qR/
√
6
)]3 (8.8)
normiert. So werden Beiträge des Potenzgesetzes unterdrückt, welche oberhalb
von zur Strukturgröße R gehörenden q-Werten liegen. Dabei bezeichnet erf() die
Gauß’sche Fehlerfunktion. Die Parameter A,B,C, p und Rg müssen durch Fitten
bestimmt werden. Der Wert R entspricht dem für die streuenden Objekte charak-
teristischen Radius. Er wird als Streumassen- oder Trägheitsradius bezeichnet.
Tritt das zuvor beschriebene Intensitätsplateau innerhalb des verfügbaren q-Be-
reichs qmin < q < qmax bei kleinen Streuvektoren nicht auf, – was laut Abbil-
dung 8.2 auf die Kurven beider Melanosomentypen zutrifft – dann sind in der
Probe Strukturen vorhanden, die größer als d ≈ 2pi/qmin sind. Bedingt durch die
in Unterabschnitt 8.1.1 beschriebene Geometrie dieses Experiments ergibt sich
hier d ≈ 125 nm.
In diesem Fall muss die Gleichung (8.7) um einen zusätzlichen Beitrag ergänzt
werden, der den bei kleinen q-Werten auftretenden potentiellen Abfall der Streuin-
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Abbildung 8.5 – Analyse der strukturellen Beschaffenheit von B6-Melanosomen
mittels eines selektiven Fits des Modells I(q) = Aq−p. (links) Fit an Datenpunkte
des Intervalls 0,07nm−1 ≤ q ≤ 0,11nm−1 mit dem Ergebnis p = 4,03 ± 0,06,
welches auf homogene Partikel mit einer glatten Oberfläche hindeutet. (rechts)
Fit an Datenpunkte des Intervalls 0,16nm−1 ≤ q ≤ 0,27nm−1 mit dem Ergebnis
p = 3,94±0,08, welches auf ein Aggregat aus homogenen Partikeln mit einer glatten
Oberfläche hindeutet.
tensität modelliert. Aufgrund des fehlenden Plateaus muss er nicht mit Glei-
chung (8.8) renormiert werden. Werden die Daten zudem innerhalb eines Inter-
valls gefittet, in dem keine Abflachung in einen konstanten Untergrund zu beob-
achten ist, kann der letzte Summand C fallengelassen werden. Damit ergibt sich
die Gleichung [187]
I(q) = B1q−p11 + A1 exp
(−q2R22
3
)
+B2q−p22∗ (8.9)
mit
q2∗ =
q[
erf
(
qR2/
√
6
)]3 . (8.10)
Allgemein gilt: Besteht die Probe aus mehreren unterschiedlichen unabhängig
voneinander streuenden Struktureinheiten, so können diese mit einer Linearkom-
bination der Summanden aus Gleichung (8.7) modelliert werden.
Melanosomen C57BL/6J
Betrachtet man die Streukurve der B6-Melanosomen in Abbildung 8.2, so lassen
sich mit bloßem Auge zwei gerade Abschnitte bei kleinen und mittleren q-Werten
ausmachen. Bevor dieser Kurvenabschnitt als Ganzes mit Hilfe der kombinierten
Modellfunktion (8.9) gefittet wird, kann bereits die Anwendung des einfachen
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Abbildung 8.6 – Analyse der strukturellen Beschaffenheit von B6-Melanosomen
mittels des kombinierten Modells (8.9) unabhängiger Streuer. Fit an Datenpunk-
te des Intervalls 0,07nm−1 ≤ q ≤ 0,27nm−1 mit den ermittelten Parametern
p1 = 4,034± 0,001 (Potenzgesetz bei kleinen q-Werten), p2 = 3,887± 0,118 (Po-
tenzgesetz bei mittleren q-Werten) undR2 = (22,57± 5,57)nm (Streumassenradius
des Übergangsbereichs).
Potenzgesetzes (8.6) eine erste Abschätzung der strukturellen Organisation der
Probe liefern. Diese Ergebnisse werden sich außerdem im weiteren Verlauf bei
der Reduktion des Parameterraums zum Fitten des Ansatzes (8.9) als nützlich
erweisen.
Die Fits der Funktion (8.6) an die visuell ermittelten Intervalle 0,07 nm−1 ≤ q ≤
0,11 nm−1 und 0,16 nm−1 ≤ q ≤ 0,27 nm−1 mit geraden Kurvenabschnitten sind
in Abbildung 8.5 dargestellt. Die Steigungen p1 = 4,03 ± 0,06 und p2 = 3,94 ±
0,08 im Bereich kleiner bzw. mittlerer Streuvektoren deuten auf Agglomerate aus
homogenen Partikeln mit einer glatten Oberfläche hin. Der Übergang zwischen
beiden Kurvenabschnitten, der um q ≈ 0,13 nm−1 zu beobachten ist, entspricht
im Realraum der Strukturgröße d ≈ 50 nm.
Aufgrund des großen Umfangs des Parameterraums {A1, B1, B2, R2, p1, p2} wird
das Modell (8.9) stufenweise gefittet. Zunächst werden nur die Größen A1, R2 und
B2 an die Daten gefittet, wobei die zuvor ermittelten Steigungen p1 und p2 sowie
der Achsenabschnitt A (hier B1) der Potenzfunktion bei kleinen q-Werten in das
Modell eingebracht werden. Im nächsten Schritt werden auf der Grundlage der
so bestimmten Größen die nun freien Parameter p1, p2 und B1 ermittelt. Dieser
Prozess aus abwechselnd festgehaltenen und zu bestimmenden Parametergruppen
wird so lange wiederholt, bis sich die Ergebnisse von Schritt zu Schritt nicht mehr
ändern. Hier ist das bereits nach dem zweiten Durchlauf der Fall.
Das Ergebnis ist in Abbildung 8.6 dargestellt. Die berücksichtigte Datenbasis
innerhalb der Streukurve ist grün hervorgehoben. Die in der Legende als Potenz-
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Abbildung 8.7 – Analyse der strukturellen Beschaffenheit von D2-Melanosomen
mittels eines selektiven Fits des Modells I(q) = Aq−p. (links) Fit an Datenpunkte
des Intervalls 0,06 nm−1 ≤ q ≤ 0,11nm−1 mit dem Ergebnis p = 2,56± 0,02, wel-
ches auf ein Volumenfraktal hindeutet. (rechts) Fit an Datenpunkte des Intervalls
0,16nm−1 ≤ q ≤ 0,27nm−1 mit dem Ergebnis p = 3,60± 0,03, welches auf ein
Aggregat aus homogenen Partikeln mit einer rauen Oberfläche hindeutet.
gesetz 1 und Potenzgesetz 2 bezeichneten Beiträge zur Fitfunktion entsprechen
dem ersten bzw. dritten Summanden in Gleichung (8.9). Der zweite Summand
entspricht der Strichlinie Guinier.
Der Fit liefert die für die strukturelle Ordnung im betrachteten q-Intervall rele-
vanten Steigungen p1 = 4,034± 0,001 und p2 = 3,887± 0,118 sowie den Streu-
massenradius R2 = (22,57± 5,57) nm. Damit bestätigen sich die zuvor mit Hilfe
einer einfachen Potenzfunktion getroffenen Aussagen, wonach die Probe im We-
sentlichen eine homogene Massenverteilung aufweist und über glatte bis leicht
diffuse Oberflächen verfügt. Auf Skalen d ≈ 50 nm kann die Probe als ein Ag-
gregat aus homogenen Partikeln mit einer glatten bis leicht fraktalen Oberfläche
beschrieben werden.
Die Steigung der Streukurve bei hohen q-Vektoren wurde bereits in Abbildung 8.3
bestimmt. Laut Tabelle 8.1 beträgt sie p = 1,00± 0,12, was auf eine steife zylin-
derförmige Kleinststruktur hindeutet.
Melanosomen DBA/2J
Im Fall der D2-Melanosomen kann aufgrund der vorliegenden Kurvenform nicht
davon ausgegangen werden, dass die in der Probe vorkommenden Strukturen un-
abhängig voneinander streuen. Das in Abbildung 8.7 links dargestellte Diagramm
macht deutlich, weshalb das entsprechende Modell (8.9) hier nicht angewendet
werden kann. Im Gegensatz zur Situation bei der B6-Probe verläuft der Fit der
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Potenzfunktion an D2-Daten kleiner q-Werte bis q = 0,11 nm−1 im Abschnitt
q > 0,15 nm−1 oberhalb der Streukurve. Somit ist es ausgeschlossen, dass die
Strukturen bei kleinen Streuwinkeln durch ein reines Potenzgesetz (siehe erster
Summand in Gleichung (8.9)) korrekt abgebildet werden. Seine Funktionswerte
im Bereich q > 0,15 nm−1 machen einen Fit an die vorliegenden Messdaten un-
möglich.
Ungeachtet dessen können zunächst die Steigungen der lokalen Geradenabschnit-
te für eine strukturelle Analyse herangezogen werden. Die Ergebnisse der Fits des
Modells (8.6) an Datenpunkte der D2-Probe innerhalb der Intervalle 0,06 nm−1 ≤
q ≤ 0,11 nm−1 und 0,16 nm−1 ≤ q ≤ 0,27 nm−1 sind in Abbildung 8.7 dargestellt.
Die gefitteten Bereiche wurden analog zum Vorgehen bei der B6-Probe visuell so
ausgewählt, dass sie geraden Abschnitten der Streukurve entsprechen.
Bei kleinen q-Vektoren findet man die Steigung p = 2,56±0,02. Daraus lässt sich
ableiten, dass die streuende Probe auf den entsprechenden Realraumskalen als
Volumen- bzw. Massenfraktal beschrieben werden kann [186, 188]. Da innerhalb
des verfügbaren Datenbereichs am unteren Ende der q-Werte (qmin = 0,06 nm−1)
die Streuintensität nicht in ein Plateau übergeht, also kein Guinier-Bereich zu
erkennen ist, kann außerdem festgehalten werden, dass diese Strukturen mindes-
tens 2pi/qmin = 125 nm groß sind. Es dürfte sich dabei um die Melanosomen als
Ganzes handeln, welche eine poröse bzw. granuläre Struktur aufweisen.
Der Fit der zweiten Geraden bei größeren Streuwinkeln liefert die Steigung p =
3,60± 0,03. Das bedeutet, es befinden sich innerhalb der Probe homogene Par-
tikel, die über eine fraktale, also raue, Oberfläche verfügen. Die Größe dieser
Partikel lässt sich anhand des Knicks in der Streukurve bestimmen, der den Über-
gangsbereich zwischen den beiden Fitgeraden definiert. Dieser befindet sich bei
q ≈ 0,14 nm−1, was der Strukturgröße d ≈ 45 nm entspricht.
Aufgrund des zuvor Gesagten erscheint eine Erweiterung des Modells (8.9), in
dem eine unabhängige Oberflächen- und Volumenstreuung angenommen wird, auf
einen Ansatz, der eine Mischung dieser Beiträge zulässt, als notwendig. Allgemein
lautet er für den Fall zweier Beiträge [181, 185, 186]
I(q) = A1 exp
(−q21R21
3
)
+ A2 exp
(−q21R22
3
)
q−p11∗ +
A3 exp
(−q21R22
3
)
+B1q−p22∗ .
(8.11)
Wie bereits im Kontext mit den Messdaten des Melanosomentyps B6 argumen-
tiert, fällt der erste Summand weg, weil die Streukurve der D2-Probe kein Plateau
bei kleinen q-Werten aufweist. Aus diesem Grund hat auch die Renormierung
von q1 auf q1∗ (siehe Gleichung (8.13)) keine Wirkung. Damit reduziert sich Glei-
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Abbildung 8.8 – Analyse der strukturellen Beschaffenheit von D2-Melanosomen
mittels des kombinierten Modells (8.12) abhängiger Streuer. Fit an Datenpunkte
des Intervalls 0,056 nm−1 ≤ q ≤ 0,26nm−1 mit den ermittelten Parametern p1 =
2,56 (Potenzgesetz bei kleinen q-Werten), p2 = 3,60 (Potenzgesetz bei mittleren
q-Werten) undR2 = (31,32± 1,71)nm (Streumassenradius des Guinier-Regimes).
chung (8.12) auf die hier relevante Form
I(q) = A2 exp
(−q2R22
3
)
q−p1 + A3 exp
(−q2R22
3
)
+B1q−p22∗ (8.12)
mit
q2∗ =
q[
erf
(
qR2/
√
6
)]3 . (8.13)
Analog zur mehrstufigen Herangehensweise beim Fit der B6-Daten, erfolgt die
Modellierung der Streukurve der D2-Melanosomen, indem zunächst die in Ab-
bildung 8.7 ermittelten Steigungen festgehalten und die restlichen Parameter
A2, A3, B1, R2 des Modells gefittet werden. Sind diese bestimmt, erfolgt im nächs-
ten Schritt eine Anpassung der Steigungen p1 und p2. Der Vorgang wird wieder-
holt, bis sich das Ergebnis von Fit zu Fit nicht mehr ändert.
Das Ergebnis ist in Abbildung 8.8 dargestellt. Die in der Legende als Guinier 1
und Guinier 2 bezeichneten Beiträge entsprechen dem ersten bzw. zweiten Sum-
manden in Gleichung (8.12). Der dritte Summand in Form eines renormierten
Potenzgesetzes entspricht der Strichlinie Potenzfunktion. Die Steigungen wurden
zu p1 = 2,56± 0,01 und p2 = 3,60± 0,01 bestimmt. Der Fit liefert den Streumas-
senradius R2 = (31,32± 1,71) nm. Dieses Ergebnis stimmt gut mit den zuvor im
Kontext von Abbildung 8.7 abgeschätzten Werten überein. Es ist allerdings davon
auszugehen, dass der hier mit einem ganzheitlichen Modell bestimmte Streumas-
senradius genauer ist.
Die strukturelle Organisation der D2-Melanosomen bei Streuvektoren q > 0,3 nm−1
kann anhand des bereits in Unterabschnitt 8.1.2 durchgeführten Fits bestimmt
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werden. Laut Tabelle 8.1 ist die Steigung in diesem Bereich p = 2,10± 0,07, was,
aufgrund der fraktalen Volumenbeziehung, zunächst auf granuläre Aggregate hin-
deutet. Auch hier dient der Knick in der Streukurve im Bereich von q ≈ 0,28 nm−1,
was d ≈ 22 nm entspricht, zur Größenabschätzung. Neben der granulären Inter-
pretation ist auch eine Struktur in Form flexibler Gauß’scher Ketten oder sogar
steifer Scheibchen denkbar. Diese auf Oberflächenstreuung basierenden Modelle
sind angesichts der betrachteten Skalengröße wahrscheinlicher als das alternative,
fraktale Volumenbild.
8.1.4 Zusammenfassung und Literaturvergleich
Die Analyse der Streukurven der Melanosomen B6 und D2 über den Streubereich
0,06 nm−1 ≤ q ≤ 4,0 nm−1 hat gezeigt, dass sich die Organellentypen auf mehre-
ren Ebenen strukturell voneinander unterscheiden. Eine Untersuchung der kleins-
ten streuenden Einheiten hat ergeben, dass wahrscheinlich B6-Melanosomen über
die im Vergleich zu D2-Organellen kleineren Strukturbausteine verfügen. Trotz
einer Sensitivitätsanalyse des Ergebnisses in Bezug auf seine Abhängigkeit der
gewählten Datenbasis kann aufgrund kleiner Unterschiede in den Bestimmtheits-
maßen zweier alternativer Fitmodelle im Zusammenhang mit Signalintensitäten
nahe des inkohärenten Untergrunds keine definitive Aussage getroffen werden.
Bei kleinen bis mittleren Streuwinkeln ist die Situation verbindlicher. Danach
streut die B6-Probe bei q-Werten < 0,3nm−1 im Wesentlichen in Übereinstim-
mung mit Porods Gesetz. Das bedeutet, die Organellen des Wildtyps können in
erster Linie als kompakte, unstrukturierte und glatte Objekte aufgefasst werden.
Sie bestehen aus dichtgepackten, ebenfalls unstrukturierten Subeinheiten mit ei-
nem Streumassenradius von (22,57± 5,57)nm. Auf der Ebene von 10nm und
kleiner, gibt es Hinweise für eine in den Melanosomen vorkommende zylinderför-
mige Kleinststruktur.
Im Gegensatz dazu präsentieren sich die D2-Melanosomen ausgehend von kleinen
Streuwinkeln zunächst als Volumenfraktale, was einem lockeren, granulären Auf-
bau entspricht. Der Streumassenradius ihrer Bausteine beträgt (31,32± 1,71)nm.
Auf Skalenlängen von 10nm bis 30 nm weisen die Organellen fraktale, also raue
Oberflächen auf. Im Bereich d ≈ 22 nm und kleiner deuten die Messdaten auf
eine strukturelle Organisation in Form von flexiblen Gauß’schen Ketten hin.
Die Anwendung von Röntgenstreumethoden im Kontext mit Melanosomen ist
nicht neu [189]. Die in der Literatur beschriebenen Experimente konzentrieren
sind allerdings auf die Strukturbestimmung von isoliertem Melanin [190–193]. So
zeigt sich, dass Eumelanin auf molekularer Ebene ein schichtförmiger Verbund
aus etwa drei bis fünf planaren DHI/DHCI-Einheiten (siehe Abschnitt 3.1) ist
[192–194]. Dieses 20Å breite und 7Å hohe Protomolekül stellt eine zylindrische
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Grundstruktur dar, welche laut Messungen mit Raster-Kraftmikroskopen (atomic
force microscope, AFM) sowohl in 3 nm bis 6nm dünnen Filamenten als auch in
20nm bis 150nm großen Aggregaten vorkommen kann [195, 196].
Der in diesem Abschnitt verwende Fraktal-Formalismus wurde bereits an ande-
rer Stelle im Zusammenhang mit Melanin angewendet. So konnte mit Hilfe der
Streuung von sichtbarem Laserlicht die Polymerisationskinetik von Eumelanin in
Abhängigkeit des pH-Werts charakterisiert werden [197, 198]. Unter bestimmten
Bedingungen ließen sich die gebildeten Aggregate als Gauß’sche Ketten beschrei-
ben. Darüber hinaus wurde die Adsorptionsfähigkeit [41] und die Oberflächen-
struktur trockenen Eumelanins untersucht [199]. Die Autoren der letztgenannten
Studie berichten von einer fraktalen, rauen Oberflächenbeschaffenheit.
Man beachte jedoch, dass es sich hierbei um Versuche an dehydratisiertem, teilwei-
se sogar ex vivo synthetisiertem Material handelt. Deshalb können die beschriebe-
nen Eumelanin-Strukturen wohl nur eingeschränkt auf die tatsächliche Ordnung
des Pigments innerhalb intakter Melanosomen übertragen werden. Es ist davon
auszugehen, dass die beobachteten Strukturen vom verwendeten Lösungsmittel,
dem Trocknungsverfahren [200] und dem chemischen Milieu beeinflusst werden
[193].
Der aktuelle Stand der Forschung geht davon aus, dass die Ultrastruktur intakter
Melanosomen aus einer Proteinmatrix besteht, entlang derer etwa 30nm große
Pigmentkörnchen angeordnet sind [17, 47]. So ist es durchaus plausibel, dass die
hier gefundenen Substrukturen den berichteten Pigmenteinheiten entsprechen.
Die in diesem Abschnitt bestimmten Oberflächeneigenschaften können mit Stu-
dien, die auf AFM-Messungen und rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
(REM) dehydratisierter Organellen beruhen [201, 202], verglichen werden. Hier
findet sich insbesondere eine Übereinstimmung mit dem Messergebnis glatter
Oberflächen von dunklen B6-Melanosomen, die in erster Linie aus Eumelanin
bestehen. Außerdem kann an dieser Stelle auf eigene REM-Aufnahmen gefrierge-
trockneter Organellen in Abschnitt 8.3 verwiesen werden.
8.2 Streuung an einzelnen vitrifizierten
Melanosomen
Kohärente Streuung an einzelnen vitrifizierten Melanosomen verspricht Einsich-
ten in ihre strukturelle Ordnung auf kleinsten Skalen. Die kryogene Probenum-
gebung in Kombination mit einer ultradünnen Kohlenstofffolie, die als Substrat
dient, stellt sicher, dass störende Beiträge zum Probensignal, verursacht durch
Präparationsartefakte und Hintergrundstreuung, minimiert werden. Zudem ver-
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Detektor Probenbereich StrahlzuschnittPropagation
Proben-
halter
Probe
Kryo-Jet
Abbildung 8.9 – Weitwinkelaufnahme der Experimentierstation am Ende des
Strahlrohrs P10 bei PETRA III. Der Strahl tritt von rechts in die Experimen-
tierhütte ein, wird mit Blenden zugeschnitten und einer KB-Optik fokussiert. Im
Probenbereich befinden sich weitere Blenden, ein Mikroskop und der Kryo-Jet. Der
Probenbereich ist vergrößert dargestellt. Die Probe wird mit einem eigens entwi-
ckelten Probenhalter im Strahl positioniert. Das Streusignal propagiert etwa 5m
durch ein evakuiertes Rohr bis es vom PILATUS 300k detektiert wird.
zögert die stete Kühlung der Organellen durch einen kryogenen Stickstoffstrom
strahleninduzierte Strukturveränderungen, also Strahlenschäden, während der
Messungen.
Das Abrastern von TEM-Netzchen mit einem Nanofokus auf der Suche nach ein-
zelnen Organellen ist undenkbar, wenn die Proben nicht mit Hilfe eines optischen
Mikroskops vorcharakterisiert wurden. Das im Rahmen dieser Arbeit konstruier-
te optische Kryo-Mikroskop (siehe Kapitel 4) ist somit Voraussetzung für das im
folgenden Abschnitt diskutierte Experiment.
8.2.1 Experimentaufbau
Die Messungen wurden am Strahlrohr P10 des Synchrotrons PETRA III in Ham-
burg durchgeführt [203]. Eine Weitwinkelaufnahme der Experimentierstation ist
in Abbildung 8.9 dargestellt. Der Aufbau kann in vier Abschnitte unterteilt wer-
den. Bevor mit dem Röntgenstrahl im Probenbereich experimentiert werden kann,
muss er strahlaufwärts mit Hilfe von Blenden zugeschnitten werden. Dort befin-
det sich außerdem ein Kirkpatrick-Baez-Spiegelpaar (KB-Optik) [172], das den
Strahl auf eine Größe von 400 nm×200 nm (volle Breite bei halber Höhe, FWHM)
in horizontaler bzw. vertikaler Richtung in der Probenebene fokussiert. Nachdem
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Abbildung 8.10 – Typisches Detektorbild des PILATUS 300k in logarithmischer
Skala mit 0,1 s Belichtungszeit bei EP10 = 7,9 keV. Die drei Detektormodule sind
jeweils durch eine insensitive Fläche getrennt. Zwei überlappende Strahlfänger mas-
kieren den direkten Strahl. (links) Streubild eines einzelnen D2-Melanosoms an der
in Abbildung 8.11 mit einem Pfeil markierten Position. (mitte) Hintergrundsignal
an einer leeren Stelle des gleichen Probensubstrats. (rechts) Differenz aus Proben-
und Hintergrundsignal.
die Photonen mit der Probe interagiert haben, überbrücken sie die Distanz zum
Detektor innerhalb eines evakuierten Rohrs, des sogenannten Flugrohrs (Flytube).
So wird die Abschwächung des Signals und Streuung durch Luft minimiert.
Die bei diesem Experiment genutzte monochromatische Strahlung hatte die Pho-
tonenenergie EP10 = 7,9 keV, was der Wellenlänge λP10 = 1240 eVnm/7,9 keV =
0,16 nm entspricht. Beim Detektor handelt es sich um einen PILATUS 300k
(drei untereinander angeordnete Module mit jeweils 487 × 195 Pixeln der Grö-
ße 172 µm) der Firma Dectris R©, Schweiz. Wie bereits in Abschnitt 8.1 erläutert,
ist dieser Einzelphotonenzähler besonders für den Einsatz bei Streuexperimenten
mit Röntgenstrahlung geeignet. Aus dem Abstand L = 5,13m zwischen Probe
und Detektor,4 der Detektorhorizontalen d300k = 83,8mm und der Röntgenlicht-
wellenlänge λP10 = 0,16 nm ergibt sich der maximal detektierbare Streuwinkel
θmax = tan−1(d300k/(2L)) = 0,47◦. Aus Gleichung (2.36) folgt unter der Annah-
me eines Brechungsindex des die Proben umgebenden Eises von n0(λP10) = 1 der
Streuvektor qmax = 0,32 nm−1.
Die Proben wurden auf mit AutoGridsTM vestärkten 200er C-flatTM TEM-Netz-
chen aus Kupfer vitrifiziert (siehe Unterabschnitt 4.4.1 bzw. Unterabschnitt 3.3.2).
Der Experimentaufbau verfügt über einen Cryojet R© (Oxford Instruments, Verei-
nigtes Königreich [204]), der den amorphen Zustand der Probe dank eines 100K
4Die Transmission von Photonen der Energie EP10 = 7,9 keV durch eine 5,13m lange Luftsäule
bei Normalbedingungen ist 0,26% [58]. Das evakuierte Flugrohr ist also durchaus sinnvoll.
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kalten Stickstoffstroms während der Messungen erhalten kann. Eine Computersi-
mulation des thermischen Gleichgewichts zwischen der Kühlung durch den Cryo-
jet R© und der Wärmeeinträge über den auf Basis eines standardisierten Elements
(Goniometer-Basis Typ B1A, MiTeGen [205]) entworfenen Probenhalters ergab,
dass sich das TEM-Netzchen in dieser Konfiguration nur knapp unterhalb der kri-
tischen Temperatur Tkr = 136K befinden würde. Deshalb wurde ein in Hinblick
auf eine reduzierte Wärmeleitfähigkeit optimierter Probenhalter entwickelt und
im Experiment eingesetzt.
Zudem wurde mit Hilfe eines eigens entwickelten Transferwerkzeugs sichergestellt,
dass die Probe beim Positionieren im Strom des Cryojets R© weder auftaut, noch
aufgrund der allgegenwärtigen Luftfeuchte vereist. Die Melanosomen wurden an-
hand des in Unterabschnitt 3.3.1 beschriebenen Extraktionsprotokolls ohne den
letzten Schritt zur Aufreinigung präpariert. Sie waren also weder durch unphy-
siologische Saccharose-Konzentrationen induziertem osmotischen noch durch eine
Zentrifugation bei 100 000 g mechanischem Stress ausgesetzt.
In Abbildung 8.10 sind typische Detektorbilder dieses Experiments dargestellt. Es
handelt sich dabei um – von links nach rechts – das Streubild eines einzelnen D2-
Melanosoms, Hintergrundsignal an einer leeren Stelle desselben TEM-Netzchens
und die Differenz beider Aufnahmen. Die drei Detektormodule sind durch zwei
insensitive Bereiche voneinander getrennt. Um den direkten Strahl zu maskie-
ren und so den dynamischen Bereich auf das Streusignal zu verlagern, befinden
sich zwei überlappende Strahlfänger in der optischen Achse. Sie bestehen aus
Si und W. Mit einer Absorberstärke von 280 µm bzw. 25µm wird im Überlapp-
bereich lediglich eines aus 3,8× 106 ankommenden Photonen transmittiert. Die
geometrischen Gegebenheiten, definiert durch die Ausdehnungen von Detektor
und Strahlfänger, führen laut Gleichung (2.36) zur Einschränkung des auswert-
baren Streuvektorbereichs auf 0,05 nm−1 ≤ q ≤ 0,32 nm−1.
8.2.2 Korrelation von STXM-Rastern mit optischer
Kryo-Mikroskopie
Raster-Transmissionsröntgenmikroskopie (scanning transmission X-ray microsco-
py, STXM) [90] kann in den Modi Hellfeld und Dunkelfeld betrieben werden. Im
ersten Fall wird die Intensität der von der Probe transmittierten Strahlung in
jedem Rasterpunkt registriert und gegen die Strahlposition aufgetragen. Im zwei-
ten Fall werden die direkt transmittierten Photonen maskiert und stattdessen nur
die aus der optischen Achse herausgestreuten Photonen gemessen.
Wie in Unterabschnitt 2.1.3 demonstriert, bewegt sich die Transmission typi-
schen biologischen Materials der hier untersuchten Dicken bei der Photonenener-
gie EP10 = 7,9 keV im Bereich von 98%. Deshalb sind Dunkelfeldaufnahmen in
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Abbildung 8.11 – STXM-Dunkelfeldaufnahmen vitrifizierter Melanosomen B6
und D2 aufgenommen mit der Photonenenergie EP10 = 7,9 keV. Je höher die In-
tensität, desto stärker hat die Probe den Röntgenstrahl aus seiner optischen Achse
gestreut. In jedem der 400 nm großen Pixel wurde 0,1 s lang belichtet. (links) Me-
lanosomen B6. (rechts) Melanosomen D2. Der Pfeil zeigt auf ein Pixel, dessen
Streubild in Abbildung 8.10 dargestellt ist.
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der Regel kontrastreicher als Hellfeldbilder, wenn die untersuchten Proben stark
streuende Grenzflächen aufweisen. Die in diesem Abschnitt diskutierte Auswer-
tung beruht daher auf Dunkelfeldaufnahmen.
Die verfügbare Datenbasis ist in Abbildung 8.11 zusammengefasst. In der linken
Spalte sind STXM-Raster des Melanosomentyps B6 und in der rechten Spalte des
Typs D2 dargestellt. Die Messungen wurden mit einer Schrittweite von 400nm
und einer Belichtungszeit von 0,1 s pro Pixel durchgeführt. Die Kantenlänge der
quadratischen abgerasterten Bereiche beträgt 20,4 µm. Da es sich um Dunkelfeld-
aufnahmen handelt, entsprechen hohe Intensitätswerte vergleichsweise vielen aus
der optischen Achse herausgestreuten Photonen.
Aufgrund des abweichenden Kontrastmechanismus unterscheidet sich das Erschei-
nungsbild röntgenmikroskopischer Dunkelfeldaufnahmen teils erheblich von Auf-
nahmen, die mit einem optischen Mikroskop erstellt wurden. STXM-Raster mit
relativ großen Pixeln können den Abstraktionsgrad zusätzlich erhöhen. Deshalb
ist es erstrebenswert, die gewonnenen Messdaten anhand von bekannten Refe-
renzen zu verifizieren. Abbildung 8.12 zeigt einen Teil des Datensatzes, der in
diesem Abschnitt analysiert wird. Die Darstellung demonstriert, wie lichtmikro-
skopische Aufnahmen der Melanosomen B6 und D2 im kryogenen Zustand mit
Raster-Transmissions-Mikroskopieaufnahmen korreliert werden können. Auf die-
se Weise kann die Datenauswertung trotz des abstrakten Bildmaterials auf ein
glaubwürdiges Fundament gestellt werden.
Die optischen Aufnahmen der B6-Probe, welche in der oberen Zeile der Abbil-
dung 8.12 dargestellt sind, wurden sowohl im Absorptions- als auch im Phasen-
kontrast erstellt. Da die erstgenannte Methode auf den Transmissionsgrad des
beleuchteten Materials abzielt, spielen die hier zu erwartenden Unterschiede der
Eisdicke im Bereich von ±10 µm im Bildgebungsprozess nur eine untergeordnete
Rolle. Die Umgebung der stark absorbierenden Melanosomen erscheint homogen.
Außerdem kann hier die Perforation der Kohlenstoffmembran (helle runde Punk-
te) leicht ausgemacht werden. Damit Aufnahmen beider Kontrastmechanismen
direkt verglichen werden können, sind zwei Bilder entlang ihrer Diagonalen ab-
wechselnd im Absorptions- und Phasenkontrast dargestellt.
Im Gegensatz dazu sind die darunter abgebildeten optischen Aufnahmen der
D2-Melanosomen ausschließlich im Phasenkontrast dargestellt. Hier ist eine Un-
terscheidung einzelner Organellen schwieriger als im Absorptionskontrast. Dafür
kann in diesem Abbildungsmodus die Eisdicke qualitativ abgeschätzt werden, weil
der kontrastgebende Mechanismus Weglängenunterschiede im Strahlengang sicht-
bar macht. So erkennt man etwa, dass das Eis in den oberen Ecken dicker ist, als
in der Mitte der Aufnahme. Die Nutzung beider Kontrastmechanismen zusammen
mit der in Kapitel 4 beschriebenen Kryo-Einheit erlaubt somit eine Charakterisie-
rung der Proben in Bezug auf deren Position auf dem Substrat und ihre Qualität.
Eine eingehendere Diskussion korrelativer optischer Kryo-Mikroskopie im Kon-
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Abbildung 8.12 – Korrelation optischer Kryo-Mikroskopie mit Dunkelfeldaufnah-
men der Methode STXM bei EP10 = 7,9 keV. Die zur Vorcharakterisierung angefer-
tigten Aufnahmen unter kryogenen Bedingungen erwiesen sich als wertvoll, um die
einzelnen Pixeln von STXM-Aufnahmen zugrunde liegenden Streubilder Organel-
len zuordnen zu können. (oben) Melanosomen des Typs B6. Optische Mikroskopie-
bilder in Absorptions- (AK) und Phasenkontrast (Ph). (unten) Melanosomen des
Typs D2. Optische Mikroskopiebilder in Phasenkontrast (Ph). Die Kantenlänge
der quadratischen STXM-Raster beträgt jeweils 20,4 µm. Farbskala: rot entspricht
hoher Streuintensität und blau niedriger.
text mit den hier kurz erwähnten Kontrastmechanismen ist in Abschnitt 4.5 zu
finden.
Obwohl die Aufnahmen im Phasenkontrast in Abbildung 8.12 in beiden Proben
eine ähnliche Dichte der Melanosomen annehmen lassen, unterscheiden sich die
überlagerten STXM-Raster beider Organellentypen deutlich. Während die Dun-
kelfeldbilder der B6-Proben augenscheinlich nur wenige Melanosomen beinhalten,
sind die entsprechenden Aufnahmen der D2-Proben strukturierter. Dieser Trend
kann über alle Datensätze hinweg in Abbildung 8.11 beobachtet werden. Diese
Feststellung wird im weiteren Verlauf in Unterabschnitt 8.2.4 wieder aufgegriffen
werden. Außerdem wird sich am Ende dieses Abschnitts zeigen, dass das unter-
schiedliche Streuverhalten mit den in Abschnitt 8.1 diskutierten Resultaten in
Übereinstimmung gebracht werden kann.
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8.2.3 Strahlendosis
Da bei diesem Experiment hydratisiertes biologisches Material einem hochinten-
siven Röntgenstrahl ausgesetzt wurde, soll mit Hilfe einer Abschätzung der pro
Pixel deponierten Dosis ihre potentielle strukturverändernde Wirkung während
der Messungen diskutiert werden. Die Dosis D, die eine Probe mit der Dichte %
und dem Absorptionskoeffizienten µ pro Oberflächeneinheit S erfährt, wenn sie
einem Röntgenstrahl der Energie E und einer zweidimensionalen Photonendichte
%γ ausgesetzt wird, berechnet sich nach [80]
D = µ%γE
%
. (8.14)
Da der verwendete Detektor einzelne Photonen zählt, kann anhand der in jedem
Rasterpunkt registrierten Intensität, der Strahlfängergeometrie und seiner Mate-
rialien sowie der Belichtungszeit t direkt der Photonenfluss jγ = 2,66× 108 ph s−1
bestimmt werden. Unter der vereinfachenden Annahme, dass die Photonendichte
innerhalb des 400 nm× 200 nm großen Fokus konstant ist, ergibt sich die, auf die
hier verwendete Belichtungszeit t = 0,1 s bezogene, zweidimensionale Photonen-
dichte %γ = 3,33× 108 ph µm−2. Zieht man die in Unterabschnitt 2.1.3 gemachte
Abschätzung der Materialdichte % = 1,25 g cm−3 der Melanosomen heran und be-
stimmt den Absorptionslänge aus Abbildung 2.2 zu µ = 1mm, dann ergibt sich
mit EP10 = 7,9 keV eine Dosis pro mit einer Organelle besetztem Rasterpunkt in
Höhe von 3,37× 106Gy.
Betrachtet man diesen Wert im Kontext der in Abschnitt 3.2 geführten Diskussi-
on zu tolerierbarer und zum Abbilden gewisser Strukturgrößen benötigter Dosis
vitrifizierten, biologischen Materials, so ergibt sich hier eine maximal erzielba-
re Auflösung von etwa 50 nm. Außerdem kann festgestellt werden, dass Struk-
turveränderungen auf dieser Skalengröße bei der verwendeten Photonenenergie
EP10 = 7,9 keV erst bei Dosen um 5× 109Gy zu erwarten sind. Somit kann da-
von ausgegangen werden, dass die im Anschluss gewonnenen Ergebnisse zumin-
dest auf einer Längenskala > 50 nm nicht von Strahlenschäden beeinflusst sind.
8.2.4 Strukturelle Organisation
Analog zur Streuung an suspendierten Melanosomen (siehe Abschnitt 8.1) können
Streukurven einzelner Organellen als Grundlage für eine Analyse ihrer strukturel-
len Organisation dienen. Jedem Pixel innerhalb der in Abbildung 8.11 dargestell-
ten STXM-Raster liegt ein Streubild des sich an der entsprechenden Probenpo-
sition befindenden Materials zu Grunde. Anhand der Aufnahmen des optischen
Kryo-Mikroskops können die stärksten „Streuer“ als Organellen identifiziert wer-
den.
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Für die Strukturanalyse werden ihre Streubilder radial gemittelt. Dazu werden
die Intensitätsverteilungen auf dem Detektor ausgehend von einem Radius rmin,
bezogen auf die optische Achse des Röntgenstrahls, bis zum Radius rmax jeweils
über 360◦ integriert und schließlich auf die beim Radius r signaltragende Pixelan-
zahl normiert. Die Präzisierung signaltragend ist entscheidend, da der PILATUS
insensitive Bereiche hat, die bei der Normierung berücksichtigt werden müssen,
was an dieser Stelle geschehen ist.
Die in den radial gemittelten Streukurven angegebenen Fehlerbereiche ergeben
sich aus den Standardabweichungen der gebildeten Mittelwerte. Die Daten sind
untergrundkorrigiert. Dazu wurde innerhalb jedes STXM-Rasters das 1%-Quantil
der kleinsten Streuintensitäten bestimmt und anschließend auf eine Belichtung
von 0,1 s normiert. Dieser mittlere Untergrund wurde von jedem betrachteten
Streumuster des entsprechenden Dunkelfeldrasters abgezogen. Zur Auswertung
der Daten kommen die bereits in Abschnitt 8.1 verwendeten Modelle zum Tragen.
Die Betrachtung erfolgt getrennt nach beiden Melanosomentypen.
Melanosomen C57BL/6J
Abbildung 8.13 enthält die radial integrierten und gemittelten Streukurven der
intensivsten Streuer innerhalb der STXM-Raster der B6-Melanosomen. Daneben
befinden sich die logarithmierten Summen der jeweils zugrunde liegenden Streu-
bilder auf dem Detektor. Die Farbskala deckt in jedem einzelnen Detektorbild den
gesamten Wertebereich ab. Dies erleichtert die optische Beurteilung der Streumus-
ter. Die gelben Strichlinien markieren den minimalen und maximalen Radius der
Detektorbereiche, die bei der Analyse berücksichtigt wurden. Das Signal inner-
halb des semitransparenten Strahlfängers wurde nicht berücksichtigt.
Das Erscheinungsbild der in der linken Spalte abgebildeten Graphen ist bis auf
Unterschiede bei kleinen q-Werten vergleichbar. Es ist davon auszugehen, dass
die Intensitäten im Bereich von 0,05 nm−1 ≤ q ≤ 0,07 nm−1 nicht den tatsächli-
chen Werten entsprechen. Das liegt zum einen an Blendenstreuung, die bei der
Korrektur des Untergrunds problematisch sein kann (z. B. bei Raster Nr. 1), als
auch an der kleinen Pixelzahl bei kleinen q-Werten. Letzteres äußert sich in den
verhältnismäßig großen Fehlerintervallen. Aus diesem Grund werden die Fits auf
den Streubereich 0,07 nm−1 ≤ q ≤ 0,3 nm−1 beschränkt.
Da die Kurven in doppelt logarithmischer Darstellung anfangs einen konstanten
Abfall aufweisen, der zu mittleren bis hohen q-Werten hin abflacht, bietet es sich
an, die Daten mit dem aus Unterabschnitt 8.1.2 bekannten Modell (8.2) zu fitten.
Wie in Unterabschnitt 8.1.3 erläutert, lassen sich aus der ermittelten Steigung
p der Kurven Schlüsse auf die strukturelle Organisation der streuenden Proben
ziehen.
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Abbildung 8.13 – Streuung an einzelnen vitrifizierten B6-Melanosomen mit Pho-
tonen der Energie 7,9 keV. (links) Mittelwert der untergrundkorrigierten Streukur-
ven der intensivsten „Streuer“ aus den in Abbildung 8.11 dargestellten Dunkel-
feldraster. Die Fehlerintervalle entsprechen der Standardabweichung des Mittel-
werts. (rechts) Logarithmierte Summe der den Streukurven zugrunde liegenden
Detektorbilder. Die Kreise markieren den kleinsten und den größten erfassten Streu-
winkel. Die Ziffer in der rechten oberen Ecke entspricht der Anzahl akkumulierter
Streubilder.
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Tabelle 8.2 – Parameter des Fits der Funktion (8.15) an Streudaten von Mela-
nosomen des Typs B6 und die daraus ermittelten Werte. Die Fehlerbereiche der
Werte entsprechen 95%igen Konfidenzintervallen.
Fitparameter Raster Nr. 1 Raster Nr. 2 Raster Nr. 3
A 1,70× 10−4 1,57× 10−4 1,80× 10−4
p 3,98± 0,05 4,00± 0,04 3,81± 0,03
C 0,172± 0,002 0,171± 0,002 0,163± 0,002
Wie in Abbildung 8.13 zu erkennen, erstrecken sich die Intensitäten über mehrere
Größenordnungen. Daraus ergibt sich ein Problem bei der Bestimmung der Fit-
parameter. Der Fit sucht diese nach der Methode der Minimierung der Summe
der quadratischen Fehler SSE (siehe Gleichung (8.3)). Dieses Verfahren führt bei
einer logarithmischen Darstellung von Messwerten und Modell zu einer virtuell
höheren Gewichtung der Daten mit hohen Funktionswerten. Im Ergebnis redu-
ziert sich die visuelle Übereinstimmung der Fitfunktion insbesondere im Bereich
der Messwerte kleiner Intensitäten. Um dieses Problem zu vermeiden, wird statt
des Modells (8.2) die Funktion
log(I(q)) = log
(
Aq−p + C
)
(8.15)
an die logarithmierten Daten angepasst. Auf diese Weise wird in der hier vor-
liegenden doppelt logarithmischen Darstellung die über den gesamten q-Bereich
hinweg bestmögliche Übereinstimmung zwischen der Fitfunktion und der Daten-
basis sichergestellt.
Die Ergebnisse der Fits sind in Tabelle 8.2 zusammengefasst. Bis auf die Streu-
kurve des Rasters Nr. 3, in dem die Steigung p1 = 3,81 ermittelt wurde, kann
bei den Datensätzen Nr. 1 und Nr. 2 mit den Werten p2 = 3,98 bzw. p3 = 4,00
eine sehr gute Übereinstimmung mit dem Gesetz von Porod, also Streuung an
glatten Oberflächen, festgestellt werden. Der auf Basis der Fitergebnisse berech-
nete Mittelwert samt Standardabweichung ist pB6 = 3,93± 0,11. Dieser Wert
ist ein starkes Indiz dafür, dass B6-Melanosomen über glatte bis leicht fraktale
Oberflächen verfügen und darüber hinaus auf den hier untersuchten Skalenlängen
in der Größenordnung von 100 nm eine gleichmäßige Massenverteilung aufweisen
[180, 181].
Diese Beobachtung stimmt gut mit den Ergebnissen aus Unterabschnitt 8.1.3
überein, in dem die Streuung an einer Vielzahl in Pufferlösung suspendierter
Organellen untersucht wurde. Die dort innerhalb eines vergleichbaren q-Intervalls
ermittelte Steigung war p = 3,96.
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Tabelle 8.3 – Parameter des Fits der logarithmierten Funktion (8.15) an Streuda-
ten von Melanosomen des Typs D2 und die daraus ermittelten Werte. Die Fehler-
bereiche der Werte entsprechen 95%igen Konfidenzintervallen.
Fitparameter Raster Nr. 1 Raster Nr. 2 Raster Nr. 3
A 1,28× 10−3 2,60× 10−3 7,55× 10−4
p 3,59± 0,03 3,37± 0,03 3,59± 0,03
C 0,172± 0,002 0,145± 0,002 0,163± 0,002
Melanosomen DBA/2J
In Abbildung 8.14 befinden sich, analog zur vorangegangenen Betrachtung bei
den B6-Melanosomen, die Streukurven und Detektorbilder von Messungen an D2-
Organellen. Im Gegensatz zur Situation bei den B6-Proben weisen die Kurven
längere lineare5 Abschnitte auf. Dies ist insbesondere im Intervall 0,09 nm−1 ≤
q ≤ 0,15 nm−1 zu beobachten. Dieser Bereich wird mit dem Potenzgesetz (8.6)
ohne Untergrundterm gefittet.
Die Motivation, nur diesen begrenzten Ausschnitt der Streukurve zu fitten, an-
statt wie bei der B6-Probe die kompletten Kurvenabschnitte für Werte q >
0,1 nm−1 mit Hilfe des Modells (8.15) abzubilden, wird dadurch gestützt, dass
der Ansatz einer einfachen Potenzfunktion Fits höherer Güte im linearen Bereich
0,09 nm−1 ≤ q ≤ 0,15 nm−1 liefert. Berechnet man die Summe der quadrierten
Residuen SSE innerhalb dieses Intervalls für beide Fitansätze, so ergeben sich die
Wertepaare (0,158/0,020), (1,008/0,244) sowie (0,726/0,269) für die Raster Nr. 1,
Nr. 2 bzw. Nr. 3. Der erste Wert entspricht einem Fit für q > 0,1 nm−1 mit Un-
tergrundterm und der zweite einem auf das Intervall 0,09 nm−1 ≤ q ≤ 0,15 nm−1
begrenzten Ansatz ohne Untergrundterm. Das Modell ohne Untergrundbeitrag
ist in allen drei Fällen genauer.
Um die Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der B6-Probe zu gewährleisten, wer-
den für den Fit sowohl die Modellfunktion als auch die Daten logarithmiert. Die
Ergebnisse der Fits sind in Tabelle 8.3 zusammengefasst. Der anhand der drei Stei-
gungen errechnete Mittelwert samt Standardabweichung ist pD2 = 3,52± 0,13.
Dieser Wert suggeriert, dass die D2-Organellen auf Längenskalen d ≈ 50 nm
Strukturen aufweisen, die über einen homogenen Kern mit einer fraktalen Ober-
fläche verfügen.
Dieses Ergebnis scheint zunächst dem Resultat des Unterabschnitts 8.1.3 zu wi-
5In der hier verwendeten doppelt logarithmischen Darstellung der Datensätze
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Abbildung 8.14 – Streuung an einzelnen vitrifizierten D2-Melanosomen mit Pho-
tonen der Energie 7,9 keV. (links) Mittelwert der untergrundkorrigierten Streukur-
ven der intensivsten „Streuer“ aus den in Abbildung 8.11 dargestellten Dunkel-
feldraster. Die Fehlerintervalle entsprechen der Standardabweichung des Mittel-
werts. (rechts) Logarithmierte Summe der den Streukurven zu Grunde liegenden
Detektorbilder. Die Kreise markieren den kleinsten und den größten erfassten Streu-
winkel. Die Ziffer in der rechten oberen Ecke entspricht der Anzahl akkumulierter
Streubilder.
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dersprechen, wo die Steigung der Streukurve bei vergleichbaren q-Werten mit
p = 2,56 kleiner war. Man beachte allerdings, dass sich beide Experimente in
Bezug auf die Strahleigenschaften deutlich voneinander unterscheiden. In dem
hier diskutierten Experiment kam ein Fokus zum Einsatz, der im Mittel zumin-
dest in seiner vertikalen Achse kleiner sein dürfte als die untersuchten Organellen.
Bei der Streuung an suspendierten Melanosomen hatte die Beleuchtungsfunktion
hingegen einen Durchmesser von 2mm. Das hat zur Folge, dass die Messungen
unterschiedliche Streubeiträge erfassen. Der kleine Fokus wird verhältnismäßig
wenig eines granulären Volumens „sehen“, sondern vielmehr die stark streuenden
fraktalen Oberflächen seiner Untereinheiten.
Vergleichende Betrachtung
Die zuvor in Unterabschnitt 8.2.2 gemachte Beobachtung, wonach die in Abbil-
dung 8.11 dargestellten STXM-Raster von B6-Melanosomen im Vergleich zu den
entsprechenden Aufnahmen von D2-Organellen eine geringere Anzahl an Streu-
ern aufweisen, lässt sich mit den in Abbildung 8.13 und 8.14 präsentierten Daten
und Ergebnissen in Übereinstimmung bringen. Um die folgende Argumentation
zu stützen, ist in Abbildung 8.15 ein direkter Vergleich beider Organellentypen
auf Basis einer identischen Anzahl an Streuern dargestellt.
Vergleicht man die darin gezeigten logarithmierten Summen der Detektorbilder
und Streukurven beider Probentypen, so fällt auf, dass die Streuung im Fall der
B6-Organellen erstens nicht so isotrop und zweitens nicht so intensiv ist, wie
im Fall der D2-Melanosomen. Letzteres zeigt ein Vergleich der radial integrier-
ten eindimensionalen Streukurven der in Form der Detektorbilder dargestellten
zweidimensionalen Streumuster.
Die Tatsache, dass die Streubilder der B6-Proben bei einer identischen Anzahl
an Messungen stark gerichtete Streuereignisse aufweisen, spricht für einen ho-
hen Anteil an Oberflächenstreuung, bei der Photonen an der Grenzfläche zwi-
schen Melanosom und Eis abgelenkt werden. Gerade dies könnte ein Bestand-
teil der Erklärung der Unterschiede im Erscheinungsbild der STXM-Raster sein.
Während die D2-Melanosomen aufgrund ihres strukturierten Inneren hauptsäch-
lich Streuung ohne Vorzugsrichtung begünstigen, werden Röntgenphotonen an ei-
nem kompakten B6-Melanosom kaum gestreut. Dies gilt insbesondere, wenn der
400 nm× 200 nm große Fokus in der Regel kleiner ist als die bestrahlte Organelle
selbst. So wäre auch zu erklären, warum im optischen Mikroskop klar sichtbare
Organellen teilweise nicht in den STXM-Rastern der B6-Proben erscheinen, wie
es in Abbildung 8.12 zu beobachten ist.
Um den visuell unterschiedlichen Eindruck der Dunkelfeldraster beider Melanoso-
mentypen zu quantifizieren, sind in Abbildung 8.15 zwei Intensitätshistogramme
111
8 Ergebnisse und Diskussion
0,05 0,07 0,09 0,15 0,2 0,3
100
101
102
Streuvektor q [nm−1]
Int
en
sit
ät
I [
b.E
.]
Daten B6
Daten D2
Fit B6
Fit D2
14Pixel, horizontal
Pi
xe
l, 
ve
rik
al
100 200 300 400
100
200
300
400
13B6
Pixel, horizontal
Pi
xe
l, 
ve
rik
al
100 200 300 400
100
200
300
400
13D2
Raster Nr. 2
0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,00
250
500
750
1000
Intensität I [b.E.]
Hä
ufi
gk
eit
0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,00
200
400
600
Intensität I [b.E.]
Hä
ufi
gk
eit
Raster Nr. 2
B6
Raster Nr. 3
D2
Raster Nr. 2
Abbildung 8.15 – Vergleich des Streuverhaltens von Melanosomen der Typen B6
und D2 bei einer Photonenergie von 7,9 keV. (oben) Logarithmierte Summe von
jeweils 13 untergrundkorrigierten Streumustern. Während sich die maximalen In-
tensitäten bei dem B6- und D2-Datensatz mit 747 bzw. 1265 Einheiten um einen
Faktor zwei unterscheiden, ist das innerhalb der Maske integrierte Detektorsignal
IB6 = 1,02× 106 der 13 B6-Melanosomen um einen Faktor fünf kleiner, als der ent-
sprechende Wert ID2 = 5,11× 106 der D2-Organellen. (unten) Direkter Vergleich
der auf Grundlage der oben dargestellten Detektorbilder erstellen Streukurven. Auf
ihre Maximalintensität normierte Histogramme zweier Dunkelfeld-STXM-Raster
aus Abbildung 8.11 stützen die Hypothese der B6-Melanosomen als Oberflächen-
streuer.
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dargestellt. Es handelt sich dabei um die Histogramme der Dunkelfeldraster Nr. 3
der B6- und Nr. 2 der D2-Probe in Abbildung 8.11. Die Verteilungen sind jeweils
auf ihren Maximalwert normiert, um eine Vergleichbarkeit herzustellen. Das zuvor
als ’strukturierter’ bezeichnete Erscheinungsbild der D2-Raster wird hier quanti-
fizierbar. Die Intensitäten der B6-Probe sind scharf um einen Wert bei etwa 0,7
Einheiten gruppiert, wohingegen die Signalwerte bei der D2-Probe eine breite
Spanne von 0,45 bis 0,7 Einheiten ausfüllen.
Es kann argumentiert werden, dass bei B6-Melanosomen eine Art binäres Streu-
verhalten vorliegt. Das bedeutet, das Streusignal ist niedrig, wenn die Organelle
zentral vom Strahl getroffen wird und es ist hoch, wenn der Fokus ihren Rand
trifft. Das Ergebnis ist ein schmales Intensitätshistogramm des STXM-Rasters
und anisotrope Streubilder auf dem Detektor. Ein mit dieser Argumentation kom-
patibles Modell-Melanosom wäre eine kompakte Einheit mit glatten Oberflächen.
Das differenziertere Streuverhalten von D2-Melanosomen könnte folgendermaßen
erklärt werden: Wird eine Organelle zentral getroffen, ist das Streusignal auf-
grund ihres strukturierten Inneren mit fraktalen Oberflächen besonders hoch. Die
Intensität nimmt mit sinkendem Überlapp zwischen Strahl und Organelle stetig
ab. Das Intensitätshistogramm hat entsprechend eine breite Verteilung und die
Detektorbilder sind isotrop. Somit wäre das passende Modell-Melanosom ein gra-
nuläres Aggregat aus Struktureinheiten mit rauen Oberflächen.
8.2.5 Zusammenfassung und Literaturvergleich
Es konnte gezeigt werden, dass die Anfertigung optischer, kryo-mikroskopischer
Aufnahmen der Proben in dreierlei Hinsicht erstrebenswert ist. Zum Ersten wird
die Probenauswahl erleichtert oder gar erst ermöglicht. Zum Zweiten können
abstrakte Datensätze verifiziert werden und zum Dritten eröffnet eine optische
Kontrolle der Proben zusätzliche Interpretationsmöglichkeiten. So stützt etwa die
Korrelation der optischen Aufnahmen mit den Unterschieden im Erscheinungs-
bild der STXM-Raster der Melanosomentypen B6 und D2 das Ergebnis, dass
Erstere im Wesentlichen kompakte Einheiten mit glatten Grenzflächen darstel-
len und Letztere über eine granuläre Struktur mit rauen Oberflächen verfügen.
Diese Ergebnisse decken sich mit Erkenntnissen, die bei einem Streuexperiment
an in Pufferlösung suspendierten Organellen gewonnen wurden (siehe Unterab-
schnitt 8.1.3).
Aus diesem Grund wird auf die Einordnung der Resultate in den aktuellen wis-
senschaftlichen Kenntnisstand auf den selben Unterabschnitt verwiesen. Eine Dis-
kussion der internen Organisation von krankhaft veränderten Melanosomen vor
dem Hintergrund aktueller Literatur findet im Kontext der in Abschnitt 8.4 dis-
kutierten Vollfeld-Transmissionsmikroskopie mit weicher Röntgenstrahlung statt.
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8.3 Oberflächenanalyse gefriergetrockneter
Melanosomen
Für die strukturelle Untersuchung der Oberfläche einer Probe mit Auflösungen
von 1 nm und besser ist die Raster-Elektronenmikroskopie (REM) optimal ge-
eignet. Ihre Oberflächensensitivität sowie die potentiell hohen Auflösungswerte
sind den als Sonde dienenden Elektronen geschuldet. Zum einen sorgen die ge-
ringen Eindringtiefen von Elektronenstrahlen in Materie für eine exklusive Ab-
bildung der obersten Materialschichten und zum anderen erlaubt die DeBroglie-
Wellenlänge von mit mehreren keV beschleunigten Elektronen höchste laterale
Auflösungen.6
Dieser Abschnitt diskutiert die Oberflächenanalyse gefriergetrockneter Melano-
somen Anhand von REM-Aufnahmen mit Hilfe zweier Detektorkonfigurationen.
Einerseits der konventionellen out-lens-Detektion von Sekundärelektronen und
andererseits der sogenannten in-lens-Detektion. Während im ersten Modus plas-
tisch wirkende, topographische Informationen über die Probe dominieren, erhält
man im zweiten Modus dank eines geringeren Arbeitsabstands eine lateral höhere
Auflösung [206].
Bei dem hier eingesetzten Gerät handelte es sich um das Modell Leo 1530 Gemini
der Firma Zeiss, Deutschland. Die Beschleunigungsspannung der Feld-Emissions-
Kanone betrug 3 keV. Damit sind laterale Auflösungswerte um 2nm zu erwar-
ten. Die hier untersuchten Melanosomen wurden anhand der in den Unterab-
schnitten 3.3.1 bis 3.3.3 beschriebenen Protokolle extrahiert, auf speziellen TEM-
Netzchen (HZB-2, Gilder Grids, Vereinigtes Königreich) vitrifiziert und schließ-
lich mit der im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Vorrichtung (siehe Kapitel 7)
gefriergetrocknet. Die Proben wurden vor dem Einschleusen in das REM mit Koh-
lenstoff beschichtet (etwa 5nm), um Aufladungseffekte durch Elektronenbeschuss
zu minimieren und so die Bildqualität zu erhöhen. Die Diskussion der Ergebnisse
erfolgt getrennt nach den Melanosomentypen B6 und D2.
8.3.1 Melanosomen C57BL/6J
Abbildung 8.16 beinhaltet vier Aufnahmen von Organellen des Typs B6. Mit
Ausnahme des Bildes rechts oben, wurden alle mit dem in-lens-Detektor auf-
genommen. Dies äußert sich in erster Linie in der Helligkeitsverteilung inner-
halb der Bilder. Aufgrund des seitlich angebrachten Detektors in der out-lens-
Konfiguration erscheinen die Melanosomen, als würden sie seitlich beleuchtet.
6Ein mit der Spannungsdifferenz U = 3 keV beschleunigtes Elektron hat eine DeBroglie-
Wellenlänge von 0,5 pm. Das ist drei Größenordungen kleiner als die Wellenlänge eines
Photons mit der gleichen kinetischen Energie.
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Abbildung 8.16 – Raster-elektronenmikroskopische Aufnahmen gefriergetrockne-
ter Melanosomen des Typs B6. (oben) Direkter Vergleich zwischen Aufnahmen ei-
nes in-lens- und eines konventionellen out-lens-Detektors für Sekundärelektronen.
Die Skalenbalken sind 500 nm. (unten) Bilder des in-lens-Detektors für Sekundär-
elektronen. Der gelb eingerahmte Bereich ist vergrößert dargestellt. Die Skalenbal-
ken sind 100 nm (links) und 500 nm (rechts).
Wie in der Einleitung dieses Abschnitts angekündigt, bieten die in-lens-Bilder
eine höhere Auflösung. Hier wird deutlich, dass die in der konventionellen De-
tektorgeometrie vollkommen glatt erscheinenden B6-Organellen tatsächlich eine
feine Oberflächenstruktur aufweisen. Anhand einer visuellen Schätzung handelt
es sich um Strukturen der Größe 10 nm und kleiner. Die Form dieses Melanoso-
mentyps kann als zigarrenförmig bis elliptisch beschrieben werden.
8.3.2 Melanosomen DBA/2J
Abbildung 8.17 beinhaltet vier Aufnahmen von Organellen des Typs D2. Für eine
gute Vergleichbarkeit mit den B6-Daten sind sowohl die Größe der Bildausschnit-
te als auch die jeweils verwendeten Detektoren identisch. Die REM-Aufnahmen
der D2-Melanosomen zeigen, dass dieser Organellentyp über eine strukturierte
Oberfläche verfügt, welche in beiden Detektor-Konfigurationen sichtbar ist. Das
bedeutet, dass diese unregelmäßigen Erhebungen auf einer größeren Längenskala
auftreten, als dies bei den B6-Melanosomen zuvor beobachtet werden konnte. Ei-
ne mit dem bloßen Auge gemachte Schätzung der Oberflächenstrukturen anhand
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Abbildung 8.17 – Raster-elektronenmikroskopische Aufnahmen gefriergetrockne-
ter Melanosomen des Typs D2. (oben) Direkter Vergleich zwischen Aufnahmen ei-
nes In-lens- und eines konventionellen out-lens-Detektors für Sekundärelektronen.
Die Skalenbalken sind 500 nm. (unten) Bilder des in-lens-Detektors für Sekundär-
elektronen. Der gelb eingerahmte Bereich ist vergrößert dargestellt. Die Skalenbal-
ken sind 100 nm (links) und 500 nm (rechts).
der links unten vergrößert dargestellten Organelle liefert den Wertebereich 10nm
bis 50nm. Die äußere Form der D2-Melanosomen kann am ehesten als sphärisch
bis elliptisch beschrieben werden.
8.3.3 Zusammenfassung und Literaturvergleich
Aufnahmen gefriergetrockneter B6- und D2-Melanosomen zeigen, dass sie sich so-
wohl in ihrer äußeren Form als auch der Oberflächenbeschaffenheit voneinander
unterscheiden. Während der B6-Typ als elliptisch bis zigarrenförmig beschrie-
ben werden kann und über eine weitgehend glatte Oberfläche verfügt, erscheinen
die D2-Proben hauptsächlich als sphärische bis elliptische Objekte. Sie weisen
zudem auf der Oberfläche einen deutlich höheren Strukturierungsgrad auf. Hier
erreichen die äußeren Erhebungen eine Ausdehnung von bis zu 50nm. Mit Hilfe ei-
nes sogenannten in-lens-Detektors konnte gezeigt werden, dass die B6-Organellen
über eine ultrastrukturierte Oberfläche verfügen, welche Merkmale auf einer sub
10nm Skala aufweist. Da die hier untersuchten Proben zeitgleich anhand eines
identischen Protokolls präpariert wurden und an den Substratoberflächen keine
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Verunreinigungen festzustellen sind, kann davon ausgegangen werden, dass die
gemachten Beobachtungen probenspezifisch sind.
In der Literatur finden sich eine Reihe unterschiedlicher Studien, in denen Me-
lanosomen mit Raster-Elektronenmikroskopie untersucht wurden [202, 207–210].
Dabei stand in erster Linie ihre Form im Fokus, woraus sich beispielsweise die
Färbung des Federkleids fossiler Vögel rekonstruieren ließ [208, 210, 211]. Ein
rasterkraftmikroskopischer Vergleich der äußeren Form und Oberfläche von Me-
lanosomen aus braunem und rotem, menschlichem Haar zeigt [212], dass dunkle
Eumelaninorganellen in der Regel eine elliptische, langgezogene Form aufweisen,
wohingegen Organellen mit Phäomelanin dazu tendieren, eine sphärische Form zu
haben. Da die hier untersuchten D2-Melanosomen von Mäusen mit einer bräun-
lichen Iris stammen, können die Beobachtungen als übereinstimmend betrachtet
werden.
Es wird weiterhin berichtet [195, 201, 202, 212], dass Melanosomen aus Tintenfi-
schen, Rindern und Menschen über eine glatte, mit kleinen abgerundeten Erhe-
bungen versehene Oberfläche verfügen. Diese Beobachtung deckt sich mit den hier
gezeigten Aufnahmen von B6-Organellen. Die etwas gröbere und in den Erhebun-
gen spitzere D2-Oberfläche erscheint vor diesem Hintergrund als pathologisch.
8.4 Vollfeld-Transmissionsmikroskopie mit weicher
Röntgenstrahlung
Wie in Abschnitt 3.2 erläutert, bedarf es einer gewissen Dosis, um Strukturen
einer bestimmten Größe abzubilden. Generell gilt: mit wachsender angestrebter
Auflösung steigt die benötigte Photonendichte. Wie ebenfalls im gleichen Ab-
schnitt diskutiert, ist eine kryogene Probenumgebung am besten geeignet, um
strukturverändernde Auswirkungen ionisierender Strahlung zu begrenzen. Schnei-
der et al. [87] konnten zeigen, dass die auflösungsabhängige Photonendichte stark
von der eingesetzten Photonenenergie und dem Kontrastmechanismus – entweder
Amplituden- oder Phasenkontrast – abhängt. Insbesondere für typisches biologi-
sches Material (in [87] das Modellprotein C94H139N24O31S mit der Massendichte
ρP = 1,35 g cm−3), das in einer amorphen Eismatrix eingebettet ist, hat die Dosis
aufgetragen gegen Energie im Bereich von 290 eV bis 540 eV, dem sogenannten
Wasserfenster, ein Minimum.7
7Es ist wichtig zu erwähnen, dass dieses Minimum für den Fall einer 10 µm dünnen Eisschicht
gilt. Bei stärkeren Eisschichten nimmt der Kontrast zwischen Probe und Umgebung im Wa-
serfenster ab, so dass der Phasenkontrast zu höheren Photonenenergien bessere Ergebnisse
bei kleineren Photonendichten liefert. Da jedoch eine sachgemäß vitrifizierte Probe nicht
deutlich dicker als 10 µm sein sollte, ist die Bildgebung, im Hinblick auf die erreichbare Auf-
lösungsgrenze in Relation zur dafür benötigten Dosis, im Wasserfenster tatsächlich optimal.
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In diesem Bereich unterscheiden sich die Dosisanforderungen zwischen Amplitu-
den- und Phasenkontrast nicht – im Gegensatz zu Photonenenergien im harten
Röntgenbereich, wo der Phasen- dem Amplitudenkonstrast in dieser Hinsicht um
mehrere Größenordnungen überlegen ist. Für Bildgebung im Wasserfenster kann
somit auf rechnerisch aufwendige iterative Verfahren [63, 111, 213] verzichtet wer-
den. Die in diesem Abschnitt diskutierten Ergebnisse beruhen auf Bildmaterial
der Vollfeld-Transmissionsmikroskopie, welche, vergleichbar mit Lichtmikrosko-
pen, auf optischen Elementen beruht. Der genutzte Kontrastmechanismus ist der
Amplituden- bzw. Absorptionskontrast.
8.4.1 Experimentaufbau
Das Experiment wurde am Strahlrohr UE41TXM des Elektronenspeicherrings
BESSY II in Berlin durchgeführt. Das benutzte Gerät war ein Vollfeld-Röntgen-
mikroskop [91, 93], das für den Betrieb im sogenannten Wasserfenster zwischen
290 eV und 540 eV ausgelegt ist [87]. Der Aufbau bestand aus einem elliptischen
Kapillarkondensor, welcher die Probe beleuchtete und einem Zonenplatten-Objek-
tiv (Durchmesser DZP = 89,9 µm, Zonenanzahl N = 561, äußerste Zonenbrei-
te drn = 40 nm), das das Bild auf einen Detektor projizierte. Der Detektor
war ein mit flüssigem Stickstoff gekühlter, rückwärtig beleuchteter CCD-Chip
(1340× 1300 Pixel der Größe 20µm) Modell PI-SX:1300 der Firma Roper Scien-
tific, Deutschland. Das bei diesem Experiment genutzte monochromatische Rönt-
genlicht (E/∆E ≈ 5500) hatte die Photonenenergie ETXM = 510 eV. Das ent-
spricht der Wellenlänge λTXM = 1240 eVnm/510 eV = 2,43 nm.
Die hier untersuchten Melanosomen wurden anhand der in den Unterabschnit-
ten 3.3.1 und 3.3.2 beschriebenen Protokolle extrahiert und auf speziellen TEM-
Netzchen (HZB-2, Gilder Grids, Vereinigtes Königreich) vitrifiziert.
8.4.2 Dichteanalyse von Melanosomen
Die zuvor diskutierten Ergebnisse der Abschnitte 8.1 und 8.2, wonach Melanoso-
men des Wildtyps B6 im Wesentlichen kompakte Einheiten darstellen und Me-
lanosomen des Typs D2 mit hoher Wahrscheinlichkeit eine granuläre Volumen-
struktur mit rauen Oberflächen aufweisen, sollten sich in ihrer Dichte bzw. der
Materialverteilung widerspiegeln. Die mit dem Vollfeld-Mikroskop aufgenomme-
nen Projektionen der Organellen werden daher im Folgenden genutzt, um, unter
der Annahme elliptischer Objekte, ihre Dichte abzuschätzen. Gleichzeitig wer-
den die tatsächlichen Absorptionsprofile mit einem Modell homogener Scheiben
verglichen. Auf diese Weise lassen sich Rückschlüsse auf die Materialverteilung
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C-Film Eis Melanosom
Abbildung 8.18 – Illustration des Vergleichsmodells entsprechend der Glei-
chung (8.16). Ein im Querschnitt rundes Melanosom mit Radius r ist eingebettet
in amorphem Eis. Einfallende Strahlungsintensität I0 wird durch einen Kohlenstoff-
film der Dicke dF, Eis der Stärken dE,2 = a+ b und dE,1 sowie Organellenmaterial
der Dicke dM ortsabhängig auf das Signal I(x) abgeschwächt.
innerhalb der Organellen ziehen. Die Analyse erfolgt getrennt nach den Organel-
lentypen B6 und D2.
Betrachtet man die REM-Aufnahmen von Melanosomen in den Abschnitten 7.5
und 8.3, wo sie im Allgemeinen als Ellipsoide auftreten, so erscheint die Model-
lierung der Organellenschnitte quer zu ihrer langen Halbachse mit Hilfe einer
runden Scheibe als gerechtfertigt. Das gilt insbesondere, wenn man bedenkt, dass
die Pixelgröße in den für die Auswertung herangezogenen Transmissionsaufnah-
men 8,2 nm beträgt. Man kann davon ausgehen, dass auf dieser Längenskala keine
nennenswerten Abweichungen der Form von einer Scheibe auftreten.
Allerdings gelten diese Aussagen nur, wenn die Melanosomen mit ihrer Längsach-
se orthogonal zur optischen Achse der Röntgenstrahlung liegen. Da das Eis in
der Regel mehrere Mikrometer dick ist und die Tiefenschärfe des Mikroskops
bei etwa 1,3 µm liegt, kann von einer Projektion alleine nicht darauf geschlossen
werden, ob diese Bedingung tatsächlich erfüllt ist. Um sicherzustellen, dass dies
tatsächlich der Fall ist, wurden Projektionen der TEM-Netzchen mit Rotations-
winkeln bis zu ±65◦ in Relation zur optischen Achse herangezogen. So konnten
diejenigen Organellen identifiziert werden, welche optimal orientiert sind. Die im
Folgenden untersuchten Melanosomen erfüllen somit alle Bedingungen, um ein
Scheibenmodell verwenden zu können.
Das Modell, das dabei genutzt werden soll, basiert auf dem Lambert-Beer’schen
Gesetz (siehe Gleichung (2.12)) wonach die Intensität I von Strahlung, die durch
Materie mit dem Absorptionskoeffizienten µ propagiert, exponentiell mit der zu-
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rückgelegten Wegstrecke x abnimmt. Das in diesem Experiment absorbierende
Material besteht aus drei Schichten: (i) Kohlenstofffolie, (ii) amorphes Eis und
(iii) Melanosomen. Abbildung 8.18 zeigt eine Illustration der Probe samt aller
relevanten Parameter. In Projektion lassen sich die einzelnen Beiträge, gewichtet
mit den entsprechenden Absorptionskoeffizienten µF, µE bzw. µM, aufsummieren.
Damit lautet die Modellfunktion
I(x) = I0 exp(−µEdE,1 − µEdE,2 − µMdM − µFdF) (8.16)
mit
dE,1(x) = 2(r − dM(x)), (8.17)
wobei
dM(x) = 2
√
r2 − (x−M)2 (8.18)
die ortsabhängige projizierte Materialstärke eines Modellmelanosoms mit Radius
r ist. Damit entsprechen dE,1 und dE,2 den in Abbildung 8.18 aufgeschlüsselten
Abschnitten der das Melanosom umgebenden Eisschicht und dF ist die Folienstär-
ke.
Neben bekannten Parametern in Gleichung (8.16) wie dem Absorptionskoeffizi-
enten µE = 0,1087 µm−1 amorphen Eises, dem Absorptionskoeffizienten µF =
1,0590 µm−1 von Kohlenstoff [58] und der Folienstärke dF = 20 nm, müssen die
Parameter r,M und µM mit Hilfe eines Fits bestimmt werden. Die Eisdicke dE,1
lässt sich aus diesen Werten berechnen und dE,2 hängt laut Abbildung 8.18 von
r ab, wobei die Eisschichtdicke dE anhand der Intensitätswerte außerhalb des
Melanosoms im Linienprofil bestimmt werden kann. Dieser Wert geht in den Fit
ein.
Melanosomen C57BL/6J
Abbildung 8.19 zeigt eine untergrundkorrigierte Vollfeld-Aufnahme eines 11,6 µm×
11,2 µm großen Bereichs des TEM-Netzchens mit einer Vielzahl an Melanosomen.
Da die Tiefenschärfe des Mikroskops etwa 1,3 µm beträgt und das amorphe Eis
im Bildausschnitt gut 6µm dick ist, erscheinen nicht alle Organellen gleich scharf.
Ungeachtet dessen kann festgehalten werden, dass sich die Organellen in ihren
Randbereichen mit gleichbleibend glatten Linien gegen den Hintergrund abzeich-
nen.
Die deutlichen Helligkeitsunterschiede zwischen einzelnen Melanosomen lassen
sich mit ihrer Größe, ihrer Orientierung im Eis sowie mit gegenseitigem Überlapp
erklären. Die scharf abgegrenzten, runden Objekte sind die 2 µm großen Löcher in
der 20 nm dünnen Kohlenstofffolie. Trotz ihrer geringen Stärke absorbiert sie etwa
5% des einfallenden Röntgenlichts mit Photonen der Energie ETXM = 510 eV.
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Abbildung 8.19 – Vollfeld-Transmissionsaufnahme vitrifizierter Melanosomen des
Typs B6 bei der Photonenenergie ETXM = 510 eV und einer Belichtungszeit von 4 s.
Die Eisdicke innerhalb der großflächigen, hellen Bereiche beträgt gut 6 µm. Obwohl
das 20 nm dünne Probensubstrat aus Kohlenstoff nur etwa 5% der einfallenden
Strahlung bei ETXM absorbiert, sind die Löcher in der Folie gut zu erkennen. Die
im vergrößerten Ausschnitt mit Nr. 1 und Nr. 2 beschrifteten Melanosomen werden
in Abbildung 8.20 für eine Dichteanalyse verwendet.
Abbildung 8.20 beinhaltet die zur Dichteanalyse des Melanosomentyps B6 her-
angezogenen Organellen aus Abbildung 8.19. Die Stellen an denen die Intensi-
tätsprofile ausgewertet wurden, sind mit Linien gekennzeichnet. Die für die Fits
verwendeten Datenpunkte sind grün dargestellt. Eine qualitative, visuelle Prü-
fung der Fitergebnisse zeigt, dass das verwendete Modell gut mit den Messdaten
übereinstimmt. Die Transmissionswerte in direkter Umgebung der Organellen be-
wegen sich um 50%, womit das Eis an diesen Stellen etwa 6,4µm dick ist. Die
Fitergebnisse der vier in Abbildung 8.20 dargestellten Linienprofile sind in Tabel-
le 8.4 zusammengefasst. Sie zeigen, dass die jeweils innerhalb derselben Organelle
ausgewerteten Daten gleiche Ergebnisse liefern, wohingegen sich die Absorptions-
koeffizienten der beiden Melanosomen um einen Faktor 1,5 unterscheiden.
Nimmt man die Gültigkeit des veranschlagten Modells an, also eine gleichmä-
ßige Materialverteilung, so lässt sich die Massendichte innerhalb der Organel-
len abschätzen. Aus der in Abbildung 2.2 abzulesenden Absorptionslänge l1,25 =
1,108 µm reinen Eumelanins mit der Dichte ρ0 = 1,25 g cm−3, folgt der bei diesem
Wert gültige Absorptionskoeffizient µ1,25 = 0,902 µm−1. Da der Quotient µ/ρ für
ein Material konstant ist, ergibt sich für die untersuchten B6-Melanosomen die
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Abbildung 8.20 – Dichteanalyse von B6-Melanosomen anhand des Modells (8.17),
welches Schnitte quer zur langen Halbachse der Organellen als homogene Scheiben
beschreibt. Aus qualitativer Sicht lassen sich die Messdaten gut mit diesem Modell
beschreiben. Die Fits liefern µB6,exp = (0,944± 0,204)µm−1.
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Tabelle 8.4 – Parameter des Fits des Scheibenmodells (8.15) an Transmissions-
daten von Melanosomen des Typs B6. Die Fehlerbereiche der Werte entsprechen
95%igen Konfidenzintervallen. Der Mittelwert des Absorptionskoeffizienten samt
seiner Standardabweichung ist µB6,exp = (0,944± 0,204) µm−1.
Fitparameter B6 Nr. 1a B6 Nr. 1b B6 Nr. 2a B6 Nr. 2b
r [nm] 221± 4 213± 3 148± 2 149± 3
M [nm] 370± 3 356± 3 252± 2 261± 3
µB6 [µm−1] 0,755± 0,031 0,783± 0,030 1,122± 0,061 1,118± 0,074
Massendichte ρB6 = (µ1,25/µB6,exp) ·ρ0 = (1,195± 0,229) g cm−3, wobei der Fehler
mit der Gauß’schen Fehlerfortpflanzung auf Basis von ∆µB6,exp = ±0,204 µm−1
berechnet wurde.
Melanosomen DBA/2J
Abbildung 8.21 zeigt eine untergrundkorrigierte Vollfeld-Aufnahme eines 11,6 µm×
11,2 µm großen Bereichs des TEM-Netzchens mit Melanosomen des Typs D2. Es
ist auffällig, dass die Grauwerte der Organellen innerhalb des Bildbereichs im
Vergleich zur B6-Probe deutlich schwanken. Eine Betrachtung der Projektionen
unter den Winkeln ±65◦ zeigt, dass die besonders dunkel erscheinenden Organel-
len nicht mit ihrer langen Halbachse entlang der optischen Achse ausgerichtet
sind. Sie haben vielmehr eine sphärische Form.
Zudem fällt auf, dass diese Exemplare über vergleichsweise diffuse Randbereiche
verfügen. Dies wird etwa im vergrößerten Bereich der Abbildung 8.21 deutlich, wo
das Melanosom Nr. 1 im Vergleich zur Organelle Nr. 2 glatte Ränder hat. Da das
Eis nur etwa 3µm dünn ist, scheidet die 1,3µm große Tiefenschärfe als mögliche
Ursache aus. Zudem zeigen Projektionen unter zusätzlichen Winkeln, dass alle
Organellen dieses Bildausschnitts in einer Ebene auf der Kohlenstofffolie liegen.
Abbildung 8.22 zeigt sowohl die in Abbildung 8.21 gekennzeichneten Melanoso-
men in Falschfarben als auch die Fits der Intensitätsprofile an den mit Linien
markierten Positionen. Qualitativ ist die Übereinstimmung der Daten mit dem
Modell nicht so gut wie im Fall der B6-Probe. Insbesondere in der Mitte der Or-
ganellen erscheint das Scheibenmodell zu transparent und in den Außenbereichen
zu opaq. Die beobachtete Abweichung ließe sich dadurch erklären, dass die hier
untersuchten D2-Melanosomen über einen vergleichsweise dichten Kern mit einer
lockeren Schale verfügen. Während diese Aussagen sicherlich für das Melanosom
Nr. 2 gültig sind, erlaubt das geringe Signal zu Rauschverhältnis der Daten der
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Abbildung 8.21 – Vollfeld-Transmissionsaufnahme vitrifizierter Melanosomen des
Typs D2 bei der Photonenenergie ETXM = 510 eV und einer Belichtungszeit von
2 s. Die Eisdicke beträgt gut 3 µm. Die im vergrößerten Ausschnitt mit Nr. 1 und
Nr. 2 beschrifteten Melanosomen werden in Abbildung 8.22 für eine Dichteanalyse
verwendet.
Organelle Nr. 1 nur die Feststellung, dass sie diesem Bild nicht klar widersprechen.
Nimmt man die Gültigkeit des Scheibenmodells (8.16) für den Fall der D2-Melano-
somen an, so ergibt sich nach analogen Überlegungen wie zuvor bei der B6-
Probe, die Massendichte ρD2 = (µ1,25/µD2,exp) · ρ0 = (1,562± 0,392) g cm−3, wo-
bei der Fehler mit der Gauß’schen Fehlerfortpflanzung auf Basis von ∆µD2,exp =
±0,160 µm−1 berechnet wurde.
8.4.3 Zusammenfassung und Literaturvergleich
Vollfeld-Transmissionsröntgenaufnahmen von vitrifizierten Melanosomen der Ty-
pen B6 und D2, aufgenommen mit weicher Röntgenstrahlung innerhalb des Was-
serfensters, dienten als Grundlage für die Abschätzung der Massendichte bei-
der Organellentypen. Zur Modellierung wurde angenommen, dass die Melano-
somen rotationssymmetrisch entlang ihrer langen Halbachse sind und zudem
über eine homogene Massenverteilung verfügen. Entsprechende Fits an eindimen-
sionale Intensitätsprofile der Melanosomen haben ergeben, dass die B6-Proben
durch das Modell besser beschrieben werden als die D2-Organellen. Bei Annah-
me der Richtigkeit des Modells in beiden Fällen, ergeben sich die Massendichten
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Abbildung 8.22 – Dichteanalyse von D2-Melanosomen anhand des Modells (8.17),
welches Schnitte quer zur langen Halbachse der Melanosomen als homogene Schei-
ben beschreibt. Aus qualitativer Sicht ist das Modell in der Organellenmitte zu
transparent. Die Fits liefern µD2,exp = (0,722± 0,160)µm−1.
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Tabelle 8.5 – Parameter des Fits des Scheibenmodells (8.15) an Transmissions-
daten von Melanosomen des Typs D2. Die Fehlerbereiche der Werte entsprechen
95%igen Konfidenzintervallen. Der Mittelwert des Absorptionskoeffizienten samt
seiner Standardabweichung ist µD2,exp = (0,722± 0,160) µm−1.
Fitparameter D2 Nr. 1a D2 Nr. 1b D2 Nr. 2a D2 Nr. 2b
r [nm] 176± 7 180± 6 203± 7 201± 3
M [nm] 333± 6 329± 6 406± 6 416± 5
µD2 [µm−1] 0,594± 0,058 0,559± 0,047 0,892± 0,067 0,841± 0,059
ρB6 = (1,195± 0,229) g cm−3 und ρD2 = (1,562± 0,392) g cm−3.
Bei der in Abschnitt 3.3 beschriebenen Reinigung von Melanosomen, setzt man
eine Saccharose-Säule mit diskreten Konzentrationsstufen ein. Bei der Zentrifu-
gation des Organellen-Materials sammeln sich die Melanosomen in der Schicht
mit einer Dichte von 1,25 g cm−3. Die hier ermittelten Massendichten sind so-
mit plausibel. Darüber hinaus wird berichtet, dass aus Tintenfischen stammende
Pigmentkörnchen eine Dichte von 1,68 g cm−3 aufweisen [214]. Da Melanosomen
neben den kompakten Melaninkörnchen auch Proteine beinhalten, lassen sich die
Ergebnisse in Übereinstimmung bringen.
Die hier beobachtete differenzierte Erscheinung von D2-Melanosomen wird auch
im Kontext mit Melanom, dem bösartigen Krebs von Melanozyten, berichtet
[35, 36, 38, 39]. So scheinen Melanosomen in krankem Gewebe deformiert oder
gänzlich ohne Membran. Obwohl diverse Mechanismen existieren, um zytotoxi-
sche Substanzen in Melanozyten zu neutralisieren [38, 215], geht man davon aus,
dass die giftigen Präkursoren der Melanogenese bei der Entstehung des Melanoms
eine Rolle spielen [35, 37].
Die Daten des Vollfeld-Transmissionsmikroskops könnten zusammen mit den Er-
kenntnissen aus Kleinwinkelstreuung und REM über strukturelle Veränderungen
im Inneren und auf der Oberfläche von D2-Melanosomen, darauf hindeuten, dass
ähnliche Mechanismen beim Entstehen des PDS involviert sind.
8.5 Elementare Untersuchung gefriergetrockneter
Melanosomen
Regt man Atome mit Photonen ausreichend hoher Energie an, so führt die an-
schließende Relaxation der Kernelektronen zur Emission von, für die jeweilige
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Abbildung 8.23 – Zeichnung
des Experimentaufbaus am
Strahlrohr ID22NI, ESRF. Der
Röntgenstrahl (rote Strichli-
nie) wird mit einer KB-Optik
(nicht im Bild) fokussiert.
Das Fluoreszenzsignal wird
von zwei Si-Driftdetektoren
aufgezeichnet. Ein zusätzlicher
Pixeldetektor erlaubt die
Korrelation dreidimensionaler
Aufnahmen mit Fluoreszenz-
daten [219]. Quelle: [220].
Atomsorte, charakteristischer Strahlung: der Röntgenfluoreszenz. Ihre energieauf-
gelöste Detektion erlaubt die Identifizierung des bestrahlten Materials.
Der folgende Abschnitt behandelt ein Experiment, mit dessen Hilfe etwaige Un-
terschiede in der elementaren Zusammensetzung der in dieser Arbeit untersuch-
ten Melanosomen ermittelt werden sollen. Dank der in der Röntgenfluoreszenz
typischen Detektionsschwelle in der Größenordnung 1 ppm (parts per million),
verspricht die Auswertung des Experiments kleinste Unterschiede in den Ele-
mentzusammensetzungen beider Phänotypen sichtbar zu machen. Umgekehrt las-
sen sich dank der hohen Sensitivität Unterschiede mit großer Wahrscheinlichkeit
ausschließen, sollte diese Methode keine erkennen.
Damit solche Aussagen eine statistische Aussagekraft besitzen, muss allerdings
eine Vielzahl von Proben untersucht werden. Angesichts knapper Experimentier-
zeit, in der ausgedehnte Proben mit einem Nanofokus abgerastert werden müssen,
stellt dies eine große Herausforderung dar. Obwohl das hier diskutierte Experi-
ment diesem Anspruch nicht in vollem Umfang gerecht werden kann, bietet es
doch interessante Einsichten in die Korrelation von Metallen wie Cu, Ca, Zn und
Fe innerhalb von Melanosomen.
Eine Elementanalyse dieser Organellen in Bezug auf ihren Metallgehalt ist aus-
gesprochen interessant, da bekannt ist, dass Metalle wie Zn, Ca, Fe und Cu eine
entscheidende Rolle bei der Melanin-Synthese spielen [216, 217]. Entsprechende
Metallspuren können sogar noch in versteinerten Fossilien nachgewiesen werden
[218].
8.5.1 Experimentaufbau
Das Experiment wurde am Strahlrohr ID22NI der Synchrotronstrahlungsquelle
ESRF in Grenoble, Frankreich durchgeführt [220]. Eine Zeichnung der wichtigsten
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Abbildung 8.24 – Demonstration der Untauglichkeit von TEM-Netzchen aus Kup-
fer als Probensubstrat beim Fluoreszenzexperiment am Strahlrohr ID22NI der ES-
RF. Gezeigt sind Summenspektren aus jeweils 121 Rasterpunkten auf einer Probe
mit gefriergetrockenten Bakterien Pseudomonas aeruginosa, die sich auf einem be-
filmten TEM-Netzchen bzw. einer adhäsiven Polyimid-Folie befanden. Im ersteren
Fall ist das Kupfersignal um drei Größenordnungen höher. Die Kβ-Spitze des Me-
talls bei ECu,Kβ = 8,9 keV überlagert die Fluoreszenz von Zink bei EZn,Kα = 8,6 keV
vollständig. Die Messung ist für eine Fluoreszenzanalyse nicht geeignet.
Versuchskomponenten ist in Abbildung 8.23 dargestellt. Der hier zur Auswertung
genutzte Fluoreszenzdetektor (Vortex-EX R©, Sii Nanotechnology Inc., USA) war
unter einemWinkel von 15◦ strahlaufwärts gegen die Normale zur optischen Achse
angeordnet. Der Abstand zwischen Probe und Detektor betrug 6mm.
Da der Aufbau keine kryogene Probenumgebung unterstützt, wurden die Mela-
nosomen zunächst auf 200er TEM-Netzchen aus Kupfer vitrifiziert und anschlie-
ßend mit dem im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Gerät (siehe Kapitel 7)
gefriergetrocknet. Die Gefriertrocknung bietet sich bei Fluoreszenzexperimenten
besonders an, da bei diesem Verfahren keinerlei zusätzliche Stoffe auf die Proben
einwirken und diese so auf elementarer Ebene unangetastet bleiben. Beim verwen-
deten Probenmaterial handelte es sich um hochaufgereinigte Melanosomen (siehe
Unterabschnitt 3.3.1).
Die bei diesem Experiment genutzte Anregungsenergie des monochromatischen
Strahls war EID22 = 17 keV. Das entspricht der Wellenlänge λID22 = 0,73Å. Der
Fluss betrug bis zu 3,6× 108 Photonen pro Sekunde. Die Proben wurden mit ei-
ner Schrittweite von 100nm abgerastert. In jedem Punkt betrug die Belichtungs-
zeit 0,1 s. Obwohl der Strahlfokus in horizontaler und in vertikaler Richtung nur
73nm bzw. 71 nm (volle Breite bei halber Höhe, FWHM) klein war, konnten in die-
ser Kombination aus Probensubstrat und Strahlparametern keine analysierbaren
Fluoreszenzdaten aufgenommen werden. Die Ausläufer des mit einer Kirkpatrick-
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Abbildung 8.25 – Transfer des Probenmaterials von einem TEM-Netzchen aus
Kupfer auf eine adhäsive Kapton-Folie. (links) Das TEM-Netzchen wird mit der
Probenseite auf einen adhäsiven Kapton-Film gelegt und am Rand mit einer Pin-
zette leicht angedrückt. (mitte) Nachdem das TEM-Netzchen abgezogen wurde, be-
findet sich das Probenmaterial bedeckt durch eine 10nm dünne Kohlensstofschicht
auf der Kapton-Folie. (rechts) Die zuvor befilmte Oberfläche des abgezogenen TEM-
Netzchens glänzt. Der Kohlenstoffilm ist restlos entfernt worden.
Baez-Optik fokussierten Strahls waren so ausgeprägt, dass sie die im Abstand
von etwa 90µm liegenden Kupferstege des TEM-Netzchens beleuchteten und da-
durch das intensive Fluoreszenzsignal des Metalls das eigentliche Probensignal
maskierte.
Abbildung 8.24 zeigt zwei Spektren die diesen Umstand veranschaulichen. Die
Daten wurden bei einem Vorexperiment mit Bakterien der Gattung Pseudomonas
aeruginosa aufgezeichnet. Der rote Graph repräsentiert eine Messung mit dem
ungeeigneten Substrat. Die blaue Kurve stammt von einer identischen Probe,
die jedoch auf einer adhäsiven Polyimidfolie aufgebracht war. Man erkennt das
überproportional hohe Signal bei ECu = 8,0 keV, das der Kα-Kante des Kupfers
zuzuschreiben ist. Das Zink-Signal bei EZn = 8,6 keV wird vollständig durch
die Kupferfluoreszenz überlagert. Darüber hinaus wird in dieser Situation eine
ortsaufgelöste Messung des Kupfersignals selbst unmöglich. Ließe man diesen
Punkt aussen vor, wäre eine Reduktion der Belichtungszeit auch keine Option,
da auf diese Weise ohnehin schon kleine Signalintensitäten gering repräsentierter
Elemente im Untergrundrauschen verloren gingen.
Um das Problem kurzfristig vor Ort zu lösen, wurden die Organellen samt des
Kohlenstofffilms von der Oberfläche der TEM-Netzchen auf eine adhäsive Poly-
imid-Folie (Kapton R© der Firma DuPontTM [221]) transferiert.8 Der Vorgang ist
in Abbildung 8.25 dargestellt. Das TEM-Netzchen wird unter einem optischen
Mikroskop zunächst entlang des Rands sorgfältig mit einer Pinzette auf die Folie
gedrückt. Zieht man das Kupfersubstrat anschließend ab, so bleiben die Orga-
8Mit einem ähnlichen Verfahren konnten die ersten Graphen-Filme hergestellt werden [222].
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Abbildung 8.26 – Spektrum einer Probe mit Melanosomen des Typs DBA/2J
akkumuliert aus 10 000 Punkten eines Rasters der Größe 10µm × 10µm mit ei-
ner Schrittweite von 100 nm und einer Belichtungszeit von 0,1 s pro Pixel. Der Fit
der Daten macht neben Metallen wie Eisen, Kupfer und Zink auch Nichtmetalle
wie Schwefel und Brom sichtbar. Das detektierte Edelgas Argon stammt aus der
Atmosphäre. Der Ursprung der Metalle Chrom und Mangan ist mit hoher Wahr-
scheinlichkeit stählernes Präparationswerkzeug. Der steile Anstieg bei Energien
E > 14 keV ist der elastischen Streuung von Anregungsphotonen zuzuschreiben.
nellen bedeckt mit der 10nm dünnen Kohlenstoffschicht auf dem Kapton-Film
haften. Zuvor aufgenommene Lichtmikroskopiebilder der TEM-Netzchen können
mit den Aufnahmen des Strahlrohrmikroskops, welche nach dem Probentransfer
erstellt wurden, in Übereinstimmung gebracht werden. Es ist also davon auszuge-
hen, dass die mechanischen Einwirkungen während des Umsetzens so gering sind,
dass die Organellen dabei nicht beschädigt werden.
8.5.2 Fluoreszenzkarten und Korrelationsanalyse
Der folgende Unterabschnitt gliedert sich in zwei Teile. Zunächst wird anhand
eines D2-Datensatzes die generelle Vorgehensweise bei der Analyse dieser Fluores-
zenzmessungen erläutert. Die Wahl fällt auf D2-Melanosomen, weil die Qualität
und der Umfang ihres Datensatzes dafür besser geeignet sind. Die Auswertung
der B6-Messungen erfolgt im Anschluss unter Anwendung der zuvor erläuterten
Werkzeuge. Dazu zählt das Erstellen von Fluoreszenzkarten und deren Segmen-
tierung genauso wie die Korrelationsanalyse anhand von Streukurven.
130
8.5 Elementare Untersuchung gefriergetrockneter Melanosomen
 
 
−4 −2 0 2 4
−4
−2
0
2
4
10
20
30
40
Position x [μm] 
Po
sit
ion
 y 
[μ
m]
 
 
 
−4 −2 0 2 4
−4
−2
0
2
4
500
1000
1500
2000
 
 
−4 −2 0 2 4
−4
−2
0
2
4
50
100
150
200
Cu Ca
 
 
−4 −2 0 2 4
−4
−2
0
2
4
50
100
150
200
Po
sit
ion
 y 
[μ
m]
 
Position x [μm] 
Zn Fe
(-383,982)
(216,327)
(-90,645)
(63,134)
Abbildung 8.27 – Fluoreszenzkarten des zum Summenspektrum 8.26 gehören-
den Rasterfensters auf einer D2-Probe mit einer quadratischen Kantenlänge von
10 µm × 10µm. Die Pixelgröße beträgt 100nm. Mit Werten bis 2232 Einheiten
werden die höchsten Intensitäten im Cu-Kanal gemessen. In der Fe-Verteilung ist
mit bloßem Auge kaum Struktur zu erkennen. Die weiß-roten Punkte markieren
jeweils die Signalschwerpunkte der Karten. Die Zahlen in Klammern sind ihre x-
bzw. y-Positionen in [nm].
Melanosomen DBA/2J
Um eine Fluoreszenzkarte einer Probe zu erstellen, also ihre ortsaufgelöste Ele-
mentverteilung zu erhalten, wird zunächst das akkumulierte Spektrum über alle
Rasterpunkte der Messung gebildet. Ein Fit an die Daten liefert im nächsten
Schritt alle innerhalb des abgetasteten Bereichs detektierten Elemente.9 In Ab-
bildung 8.26 ist beispielhaft ein Spektrum einer D2-Probe dargestellt. Es handelt
sich dabei um ein Summenspektrum aller 10 000 Punkte eines 10 µm × 10 µm
großen Bereichs, der mit einer Schrittweite von 100 nm abgerastert wurde. Beson-
ders hohe Intensitäten treten bei Energien auf, die den Elementen Ar, Ca, Fe, Cu
und Zn zugeordnet werden können.
9Der Fit der Fluoreszenzspektren erfolgte mit dem Softwarepaket PyMca in der Version 4.6.2
[223, 224].
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Unter Verwendung dieser Kalibrierung auf Basis des gesamten Datensatzes, wer-
den die Spektren jedes einzelnen Pixels ausgewertet. In Abbildung 8.27 sind vier
Fluoreszenzkarten von D2-Melanosomen in den Energiekanälen, die den Elemen-
ten Cu, Ca, Zn und Fe zugeordnet werden können, dargestellt. Es handelt sich um
die ortsaufgelöste Auswertung des Summenspektrums aus Abbildung 8.26. Die
Graphen sind so skaliert, dass sie den gesamten Umfang der gewählten Farbskala
ausnutzen. Da die Probe keine einheitliche Dicke aufweist, kann die Signalstärke
nicht in absolute Konzentrationswerte übersetzt werden. Stattdessen ist man auf
relative Angaben beschränkt. Wie es sich in Abbildung 8.26 bereits angedeutet
hat, sind die projizierten Cu-Mengen im Vergleich zu den anderen Elementen
besonders hoch. Sie erreichen Werte bis zu 2232 Einheiten während etwa Fe nur
in Intensitäten bis maximal 45 Einheiten auftritt.
Auf den ersten Blick ist die Korrelation der Elemente Ca und Zn auffällig. Das
gilt sowohl für ihre räumliche Verteilung als auch für die projizierte Menge.10
In beiden Fällen bewegen sich die Maximalwerte um 225 innerhalb einer Spanne
von 10 Einheiten. Berechnet man den Schwerpunkt der Fluoreszenzkarten von Ca
und Zn, so bestätigt sich dieser Eindruck. Die räumlichen Intensitätsmittelwer-
te bewegen sich innerhalb von ±300 nm in x- und in y-Richtung. Im Gegensatz
dazu scheint die relative Häufigkeit der Metalle Ca und Zn komplementär zum
Auftreten von Cu zu sein. Hohe Intensitäten in den ersten beiden Kanälen fallen
mit geringen Signalstärken im letztgenannten Kanal zusammen. Ein anderes Bild
ergibt sich im Fall der Fe-Karte. Mit bloßem Auge sind innerhalb des allgegenwär-
tigen Untergrundsignals kaum Fe-Aggreate auszumachen. Eine genauere Analyse
des Fe-Signals folgt später.
Eine weitere Auffälligkeit ist die Morphologie der Melanosomen und ihre Anord-
nung innerhalb des Rasterbereichs. Die Organellen sind scheinbar mit ihrer langen
Achse vorzugsweise entlang der y-Achse angeordnet. Angesichts der Beobachtung,
dass sich eventuell einige Objekte in der unteren Hälfte der Fluoreszenzkarten
verzerrt im oberen Fünftel der Bildausschnitte wiederfinden, kann nicht ausge-
schlossen werden, dass hier nicht die tatsächliche Form der Organellen abgebildet
wird.
Die x-Achse fällt mit der schnellen Rasterrichtung zusammen. Es ist deshalb
möglich, dass sich die Organellen während der Messung entlang der y-Achse auf
dem im Strahl schmelzenden Adhäsiv der Kapton-Folie fortbewegt haben und
diese Bewegung gegen Ende der Messung wieder zum Stillstand gekommen ist.11
10Im Folgenden wird zwischen den Ausdrücken projizierte Menge und Menge nicht mehr unter-
schieden. Gemeint ist stets Ersteres.
11Das bedeutet, dass Teile der Proben möglicherweise zwei Mal gemessen wurden und in der
folgenden Analyse einen entsprechenden Beitrag leisten. Angesichts der geringen Pixelzahl,
die eventuell betroffen ist, wird davon ausgegangen, dass dieses Vorgehen keinen signifikant
negativen Einfluss auf die Auswertung hat.
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Abbildung 8.28 – Maske zur Segmentierung der in Abbildung 8.27 dargestellten
Datensätze. Gelb bedeutet, das Pixel ist Teil der Korrelationsanalyse. Grün bedeu-
tet, das Pixel wird nicht berücksichtigt. (links) Maske auf Basis des Schwellenwerts
I+20σI . (mitte) Der gelbe Rahmen markiert den Bereich der Cu-Fluoreszenzkarte,
der Grundlage für die Berechnung des Schwellenwerts ist. (rechts) Maske auf Basis
des Schwellenwerts S = I + 30σI . Das Signal außerhalb der Organellen wird nicht
berücksichtigt.
In Konsequenz können die vorliegenden Daten kaum für eine morphologische
Analyse verwendet werden, um etwa örtliche Unterschiede in der Allokation von
Elementen zwischen den Melanosomentypen B6 und D2 zu untersuchen. Da aller-
dings in jedem Rasterpunkt ein komplettes Fluoreszenzspektrum aufgenommen
wurde, ist eine elementare Korrelationsanalyse uneingeschränkt möglich.
Dazu wird auf Grundlage der Summe der Kanäle Cu, Zn, Ca und Fe zunächst
eine Maske erstellt, die das Signal der Melanosomen vom Untergrund trennen
soll. Würde man sich nur auf einen Kanal beschränken, etwa auf Cu, weil er die
höchsten Intensitäten aufweist, dann würde man Gefahr laufen, durch potentiell
komplementäres Auftreten von Elementen wertvolle Informationen zu verlieren.
Der resultierende Filter ist in Abbildung 8.28 dargestellt. Um beim Segmentieren
der Bereiche objektiv vorzugehen, wurden die Daten nach folgender Vorschrift
gefiltert. Zunächst wurde der Signalmittelwert I und seine Standardabweichung
σI innerhalb des mit gelben Strichlinien markierten Feldes ermittelt. Der Schwel-
lenwert S ab dem das Fluoreszenzsignal in der Analyse berücksichtigt wurde,
ist
S = I + a · σI , (8.19)
wobei der Faktor a = 30 empirisch ist. Er wurde so gewählt, dass das Hinter-
grundsignal verschwindet. Ein Beispiel mit a = 20 ist zum Vergleich abgebildet.
In diesem Fall ist die Schwelle zu niedrig, da zahlreiche Pixel des Untergrunds
nicht maskiert werden. Schließlich wurden die gefilterten Datenpunkte entspre-
chend ihrer Position innerhalb des Rasterfensters sortiert und in einem Vektor
abgelegt. Im Ergebnis liegen die Signalintensitäten der einzelnen Elemente orts-
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Abbildung 8.29 – Korrelationsanaly-
se des Elementenpaars Zn und Ca bei
D2-Melanosomen. Die Metalle Zn und
Ca korrelieren mit RZn,Cu = 0,93 in der
D2-Probe deutlich. Der Achsenabschnitt
p0 = 12 und die Steigung p1 = 0,96 legen
nahe, dass beide Elemente im Schnitt
im gleichen Verhältnis zueinander vor-
kommen mit einem leichten Trend zum
Zn-Überschuss.
kodiert vor. Der Vektor enthält 1511 Einträge. Das entspricht 15% der Pixel des
gesamten Rasterbereichs.
Trägt man diese ortskodierten Intensitäten zweier Elemente gegeneinander auf,
so werden eventuell vorhandene Korrelationen sichtbar. Die Analyse für das Ele-
mentenpaar Ca und Zn ist in Abbildung 8.29 dargestellt. Zur Quantifizierung der
Zusammenhänge wurde an die Daten das Polynom
y(x) = p0 + p1x (8.20)
erster Ordnung gefittet. Mit Hilfe des in Unterabschnitt 8.1.2 diskutierten Para-
meters R2 lässt sich das Maß der Korrelation bestimmen. Liegt R im Bereich
0,9 < R ≤ 1, so spricht man von einer sehr starken und bei 0,7 < R ≤ 0,9
von einer starken Korrelation. Liegt R darunter, ist die Korrelation entsprechend
schwächer ausgeprägt, bis bei R = 0 die Datenpaare vollständig unkorreliert sind.
Wie nach dem visuellen Eindruck aus Abbildung 8.27 zu erwarten war, sind die
Elemente Ca und Zn mit R = 0,93 sehr stark korreliert. Die Werte p0 = 12
und p1 = 0,96 suggerieren, dass Ca und Zn etwa im gleichen Mengenverhältnis
vorliegen. Tatsächlich liegt der Median12 der pro Pixel gebildeten Verhältnisse
IZn/ICa bei 1,38. Es liegt also im Schnitt ein 38%iger Zink-Überschuss vor.
Ein anderes Bild bietet sich beim Elementenpaar Ca und Cu. Die Auftragung
der jeweiligen Signalstärken gegeneinander ist in Abbildung 8.30 dargestellt. Der
Graph zeigt anstatt einer zusammenhängenden Datenwolke gleich drei. Das be-
deutet, dass es innerhalb der Fluoreszenzkarten drei Gruppen (ROI 1, ROI 2 und
ROI 3) gibt, die ein unterschiedliches korrelatives Verhalten aufweisen. Um diese
Stellen zu identifizieren, wurde die Datenmenge anhand einer Vorschrift gefiltert,
die auf unterschiedlichen Steigungen in Bezug auf den Ursprung des Graphen be-
ruht. Abbildung 8.30 zeigt das Resultat oben rechts. Übersetzt man die isolierten
12Der Mittelwert I = 5,26 ist hier ein unbrauchbares Maß, da der Datensatz drei Werte enthält,
die um das zwei- bis dreißigfache vom ‘echten’ Signal abweichen.
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Abbildung 8.30 – Korrelationsanalyse des Elementenpaars Cu und Ca bei Me-
lanosomen des Typs D2. (oben links) Rohdaten der Korrelationsanalyse. (oben
rechts) In die drei Korrelationsstränge ROI 1, ROI 2 und ROI 3 unterteilte Daten-
menge. Die Korrelationskoeffizienten sind R1 = 0,88, R2 = 0,93 bzw. R3 = 0,39.
(mitte) Ortszugehörigkeit der Datensegmente ROI 1, ROI 2 und ROI 3. (unten)
Zum Vergleich abgebildete Fluoreszenzkarten der Elemente Ca und Cu.
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Datenmengen in Ortskoordinaten, so ergeben sich die drei Masken ROI 1, ROI 2
und ROI 3, wie sie in der Mitte der Abbildung 8.30 dargestellt sind.
Die Datenwolke ROI 1 entspricht jenen Bereichen auf der Fluoreszenzkarte, in
denen die Cu-Mengen im Schnitt um einen Faktor 20,9 ± 9,4 höher sind als die
Ca-Anteile. Mit R1 = 0,88 ist die Korrelation schwächer als im Fall des Elemen-
tenpaars Ca und Zn, aber immer noch stark. Die Datenwolke ROI 2 entspricht
Regionen in denen Cu im Mittel 2,7 ± 0,7 mal so häufig ist wie Ca. Hier ist die
Korrelation mit R2 = 0,93 sehr stark. An den durch ROI 3 definierten Stellen
sind die Daten mit R3 = 0,39 und pROI31 = −0,24 schwach negativ korreliert.
Da die Fluoreszenzkarten in diesem Experiment Projektionen entsprechen, lässt
sich die in ROI 3 vorgefundene Elementverteilung so interpretieren, dass Cu nur
in den äußeren Bereichen der entsprechenden Organellen vorhanden ist, während
Ca mit hoher Wahrscheinlichkeit homogen innerhalb der Melanosomen verteilt
ist. Denn die Intensitäten von Projektionen eines ellipsoiden Hohlkörpers mit
endlicher Wandstärke bzw. eines homogenen Ellipsoids sind komplementär. Da
der Ca-Gehalt dieser D2-Probe laut Abbildung 8.29 sehr stark mit dem von Zn
korreliert, gelten die hier getätigten Aussagen uneingeschränkt auch für das Ele-
mentenpaar Cu und Zn.
Die Allokation des Metalls Fe ist von Interesse, da es mit Melanin und seiner
membranschädigenden Wirkung in Verbindung gebracht werden kann [216, 225].
Wie in Abbildung 8.27 zu sehen, ist Fe im Vergleich zu den Elementen Ca, Cu
und Zn nur in geringen Mengen vorhanden und zudem gleichmäßig über den
Rasterbereich verteilt. Ein Vergleich des globalen Mittelwerts IFe = 15,2 und sei-
ner Standardabweichung σFe = 0,3 mit dem Wert IFe,ROI = 15,9 ± 3,9, der auf
Basis der Pixel innerhalb der Maske berechnet wurde, zeigt, dass kein signifikan-
ter Unterschied zwischen der Fe-Menge an Stellen mit Melanosomen und ohne
festgestellt werden kann.
Eine Korrelationsanalyse von Fe mit den Metallen Cu und Zn könnte dazu bei-
tragen, dieses Ergebnis zu ergänzen. In Abbildung 8.31 sind die Streudiagram-
me der Elementenpaare Fe und Cu sowie Fe und Zn dargestellt. Der Fit der
Funktion (8.20) an die Daten liefert die Steigungen pFe,Cu1 = 5,8× 10−4 bzw.
pFe,Zn1 = 0,01. Diese Werte und der visuelle Eindruck, wonach kein Zusammen-
hang zwischen den gemessenen Intensitäten der zwei Paare festzustellen ist, wer-
den durch die niedrigen Korrelationskoeffizienten RFe,Zn = 0,13 und RFe,Cu = 0,06
bestätigt. Somit kann keine Korrelation zwischen dem Fe-Gehalt und der Anwe-
senheit der Metalle Ca, Cu und Zn innerhalb der gemessenen D2-Organellen
festgestellt werden.
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Abbildung 8.31 – Korrelationsanalyse der Elementenpaare Fe und Zn sowie Fe
und Cu bei Melanosomen des Typs D2. (links) Laut Fit ändert sich die Fe-Menge
pro Pixel in der Probe nicht in Abhängigkeit der Zn-Menge. Der Wert RFe,Zn =
0,13 bestätigt dies. (rechts) Anhand des visuellen Eindrucks ist keine Korrelation
festzustellen, was mit RFe,Cu = 0,06 auch quantifizierbar ist.
Melanosomen C57BL/6J
Nun erfolgt die Analyse von Datensätzen des Wildtyps B6. Nach der Erfahrung
mit dem driftenden Probensubstrat wurde bei den Messungen für die folgenden
Fluoreszenzkarten ein Abschwächer zwischen Strahlungsquelle und Probe posi-
tioniert. So konnte der strahlungsbedingte Wärmeeintrag in die Probe reduziert
werden. Im Ergebnis lag im Fokus ein Zehntel der ursprünglichen Intensität vor.
Auf diese Weise konnte ein Schmelzen des Adhäsivs und somit die Probendrift
während der Messungen verhindert werden. Die Belichtungszeit blieb bei 0,1 s,
um die den Aufnahmeprozess betreffenden Detektorparameter beizubehalten und
so die Vergleichbarkeit der Messungen nicht zu gefährden. Die gezeigten Daten
sind auf den reduzierten Photonenfluss normiert, so dass ein direkter Vergleich
zwischen den Messungen an D2- und B6-Melanosomen gemacht werden kann.
Wird das Summenspektrum eines Rasterbereichs bestehend aus 900 Einzelspek-
tren mit den gleichen Parametern, das heißt Elementen, die für die Analyse in
Abbildung 8.26 gefunden wurden, gefittet, so erhält man das in Abbildung 8.32
gezeigte Ergebnis. Die zuvor im Detail untersuchten Elemente Cu, Ca, Zn und Fe
finden sich auch hier wieder. Allerdings ist das Signal-zu-Rausch-Verhältnis die-
ses Datensatzes zu niedrig, um weitere Beiträge, wie etwa Cr oder Ni, eindeutig
zu identifizieren.
Abbildung 8.33 zeigt die gesamte zur Verfügung stehende B6-Datenbasis. Diese
Messung, welche als Quelle für das in Abbildung 8.32 dargestellte Summenspek-
trum diente, umfasst einen Bildausschnitt der Größe 3 µm×3 µm unterteilt in 900
Pixel. Wegen der kleineren Anzahl vermessener B6-Melanosomen ist die statisti-
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Abbildung 8.32 – Akkumuliertes Spektrum aus 900 Punkten eines Rasters über
eine B6-Probe der Größe 3 µm × 3 µm mit einer Schrittweite von 100nm und ei-
ner Belichtungszeit von 0,1 s pro Pixel. Innerhalb des Rasters befanden sich zwei
Melanosomen. Mit Hilfe des Fits lassen sich die Elemente Ca, Cu, Zn und Fe klar
identifizieren. Im Vergleich zum Spektrum in Abbildung 8.26 ist die Datenbasis zu
verrauscht, um weitere Beiträge wie etwa Ni und Cr zweifelsfrei zu identifizieren.
sche Belastbarkeit dieser Ergebnisse im Vergleich zur D2-Probe weiter reduziert.
Betrachtet man die in den Energiekanälen der Elemente Cu, Ca, Zn und Fe
dargestellten Fluoreszenzkarten in Abbildung 8.33, so deutet einiges darauf hin,
dass auch hier die bereits oben gemachten Beobachtungen gelten. Die Metalle Ca
und Zn scheinen positiv korreliert zu sein, während etwa die Elemente Cu und Ca
komplementär auftreten. Neben einigen wenigen intensiven Pixeln, ist innerhalb
des Fe-Kanals keine Struktur zu erkennen, die auf einen erhöhten Fe-Gehalt von
Melanosomen im Vergleich zum Hintergrund hindeuten würde.
Anhand der in Abbildung 8.34 dargestellten Streukurven lässt sich diese Beob-
achtung zunächst für das Elementenpaar Zn und Ca quantitativ stützen. Hier
wurde der Datensatz auf Grundlage der Masken ROI 1 und ROI 2, welche jeweils
innerhalb der Graphen dargestellt sind, analysiert. Zunächst wurde das Maß der
Korrelation auf Grundlage beider Organellen bestimmt. Der Wert R1 = 0,83 zeigt
eine starke Korrelation der Metalle an. Lässt man die kleinere Organelle mit ihren
geringeren Intensitäten und somit auch einer reduzierten Signalauflösung außen
vor, so erhält man mit R2 = 0,86 eine leicht höhere Korrelation.
Lenkt man die Mengenverhältnisse der Elemente Zn und Ca in den Fokus, dann
suggerieren die Steigung pROI11 = 0,70 und der Achsenabschnitt pROI10 = 30,24 der
Fitfunktion (8.20) größenordnungsmäßig vergleichbare Materialmengen. Bildet
man die Verhältnisse IZn/ICa in jedem Pixel der Maske ROI 1, so erhält man den
Mittelwert I = 1,18 ± 1,60. Der Fehler entspricht der Standardabweichung des
Mittelwerts. Bei der Berechnung von I wurden sechs Datenpunkte ausgeblendet,
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Abbildung 8.33 – Fluoreszenzkarten des zum Summenspektrum 8.32 gehören-
den Rasterfensters auf einer B6-Probe mit einer quadratischen Kantenlänge von
3 µm×3 µm. Die Pixelgröße beträgt 100nm. Wie bereits bei D2-Melanosomen beob-
achtet, werden die höchsten Intensitäten im Cu-Kanal gemessen. Danach kommen
in abnehmender Reihenfolge Ca und Zn.
da sie ein Verhältnis IZn/ICa =∞ aufwiesen. In jedem Pixel der Organellen liegt
somit der Zn-Gehalt im Schnitt um etwa 18% über der Ca-Menge.
Parallel zum Vorgehen beim D2-Datensatz folgt die Untersuchung der Korrela-
tion des Elementenpaars Cu und Ca. Aufgrund der soeben gefundenen starken
Korrelation zwischen Zn und Ca können die im Anschluss erzielten Ergebnisse
auf das Elementenpaar Cu und Zn übertragen werden. Abbildung 8.35 fasst die-
se zusammen. Die auf beiden Melanosomen basierende Streukurve lässt zunächst
keine eindeutige Korrelation der Elemente Cu und Ca erkennen. Das wird zwar
durch den Wert R1 = 0,45 bestätigt, steht aber im Widerspruch zum visuellen
Eindruck in Abbildung 8.33. Dort ist zumindest beim größeren Melanosom ein
korrelatives Auftreten des Elementenpaars Cu und Ca festzustellen.
Separiert man die Daten anhand ihrer Zugehörigkeit zu den jeweiligen Organellen
(große Organelle A, kleine Organelle B), so findet man zumindest für das kleine-
re Melanosom sofort ein, bezogen auf die vorliegende Datenmenge, plausibles
Ergebnis. Der Korrelationskoeffizient Ra = 0,05 zeigt hier keinen Zusammenhang
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Abbildung 8.34 – Korrelationsanalyse des Elementenpaars Zn und Ca inner-
halb von B6-Melanosomen. (links) Streukurve basierend auf dem gesamten B6-
Datensatz mit zwei Melanosomen. Die Maske ROI 1 ist innerhalb des Graphen
abgebildet. Der Wert R1 = 0,83 quantifiziert die Korrelation als stark. (rechts)
Eine angepasste Maske ROI 2 berücksichtigt nur das Melanosom mit höheren In-
tensitäten. Das Ergebnis ändert sich mit R2 = 0,86 nur geringfügig.
zwischen Cu und Ca an. Diese Aussage kann angesichts des geringen Umfangs
der Messwerte nicht als schlüssig betrachtet werden.
Die Datenwolke im Fall des Melanosoms A weist eine bogenförmige Struktur auf.
Aufgrund der Erfahrung aus der Analyse der D2-Daten, liegt die Vermutung na-
he, dass hier eine Überlagerung von zwei Korrelationsmustern vorliegt. Um sie
voneinander zu trennen, kann die in Abbildung 8.30 angewendete Separations-
methode anhand von Grenzsteigungen nicht genutzt werden. Eine zuverlässige
visuelle Trennung ist hier wegen eines zu großen Überlapps innerhalb der gerin-
gen Menge an Datenpunkten nicht möglich.
Stattdessen wird der Schwellenwert (8.19) mit Hilfe des Parameters a variiert
und dabei die Reaktion der Datenmenge des Melanosoms A beobachtet. Man
findet, dass mit wachsendem a, also einer Maske, die das Melanosom zunehmend
einschnürt und seine Randbereiche ausspart, zunächst nur Datenpunkte im Streu-
diagramm verschwinden, welche kleinen Intensitäten sowohl des Cu- als auch des
Ca-Kanals zuzuordnen sind. Von Messpunkt zu Messpunkt steigen die Intensi-
täten der ausgeschlossenen Streupunkte auf beiden Achsen des Graphen stetig
an.
Erst ab a > 50 setzt eine Verarmung der Datenmenge in der Weise ein, dass
die Intensitäten im Ca-Kanal von Messpunkt zu Messpunkt steigen, gleichzeitig
jedoch im Cu-Kanal unverändert bleiben bzw. sinken. Das bedeutet, die Mas-
ke definiert zunehmend eine Region mit entgegengesetztem Korrelationsmuster.
Anhand dieses Übergangs wird die Datenmenge segmentiert.
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Abbildung 8.35 – Korrelationsanalyse des Elementenpaars Cu und Ca inner-
halb von B6-Melanosomen. (links) Streukurve basierend auf dem gesamten B6-
Datensatz mit zwei Melanosomen. Die verwendete Maske ist innerhalb des Graphen
abgebildet. Die Daten scheinen unkorreliert, allerings ist die Streukurve struktu-
riert. (rechts) Eine angepasste Maske berücksichtigt nur das Melanosom B mit
kleineren Intensitäten. Der Korrelationskoeffizient Rb = 0,05 zeigt keinen Zusam-
menhang zwischen Cu und Ca an.
Die separierten Streukurven sind neben dem zusammenhängenden Datensatz in
Abbildung 8.36 dargestellt. Darunter befinden sich die Fluoreszenzkarten der un-
tersuchten Elemente Cu und Ca, sowie der segmentierte Randbereich in dem eine
positive Korrelation der Metalle anhand der erstellten Fits gefunden wurde. Sie
ist mit RRand = 0,76 stark ausgeprägt. In diesem Bereich, der 52 Pixel umfasst,
befindet sich im Schnitt 3,6 mal mehr Cu als Ca. Im Inneren des Melanosoms
liefert der Fit RKern = 0,47 und p1 = −0,45, also eine schwache negative Korrela-
tion. Hier liegt, gemittelt über alle 62 inneren Pixel, ein Cu-Überschuss von 80%
vor. Diese Ergebnisse stimmen qualitativ mit dem visuellen Eindruck überein.
Somit kann auch hier, wie im Fall einiger D2-Melanosomen, festgestellt werden,
dass die untersuchten B6-Organellen über eine kupferreiche Schale verfügen, wäh-
rend ihr Inneres in Relation dazu eine geringe Cu-Konzentration aufweist. Die
Metalle Zn und Ca sind wiederum homogen über die gesamten Melanosomen
verteilt.
Die Analyse der B6-Melanosomen schließt mit der Untersuchung des Fe-Gehalts
der Probe. Die Entsprechende Fluoreszenzkarte ist in Abbildung8.33 dargestellt.
Berechnet man das mittlere Hintergrundsignal IFe innerhalb eines 3 µm× 0,6 µm
großen Rechtecks links neben demMelanosom A, so erhält man IFe = 20,18± 2,54.
Im Vergleich dazu ist das Signal innerhalb des Melanosoms A mit IFe = 23,74 um
15% erhöht. Allerdings verhindert der große Fehlerbereich von ±15,61 Einheiten,
dass ein signifikanter Unterschied festgestellt werden kann.
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Abbildung 8.36 – Korrelationsanalyse des Elementenpaars Cu und Ca innerhalb
eines einzelnen B6-Melanosoms. (oben links) Streukurve basierend auf dem Me-
lanosom A. Die verwendete Maske ist innerhalb des Graphen abgebildet. (oben
rechts) Der Datensatz wurde mit Hilfe eines variierenden Schwellenwertes für die
Maske segmentiert. Es finden sich zwei Korrelationsbeiträge. Mit RRand = 0,76
sind die Elemente im Randbereich gut korreliert. Im Kern sind Cu und Ca mit
RKern = 0,47 schwach korreliert. (unten) Vergleich beider Elementverteilungen mit
dem segmentierten Randbereich.
142
8.5 Elementare Untersuchung gefriergetrockneter Melanosomen
Am Rand der Fläche, die durch das Melanosom B abgedeckt wird, befindet sich
ein sogenannter hot spot, also ein begrenzter Bereich mit einem im Vergleich zu
seiner direkten Umgebung deutlich erhöhten Signal. Seine Einzigartigkeit bezogen
auf den verfügbaren Datenbasis führt dazu, dass weder aus seiner Form noch
aus seiner Position Schlüsse gezogen werden können. Es bleibt unklar was der
Ursprung dieses Messwerts ist.
8.5.3 Zusammenfassung und Literaturvergleich
Die Untersuchung der Elementverteilung innerhalb gefriergetrockneter Melano-
somen der Typen B6 und D2 hat gezeigt, dass diese Organellen auf einer Ska-
lenlänge von 100 nm elementspezifische Strukturen aufweisen. Zudem sind die
gemessenen Verteilungen der Metalle Ca, Cu und Zn unterschiedlich miteinander
korreliert. So konnte beobachtet werden, dass im Fall der untersuchten B6-Proben
Ca und Zn in erster Näherung gleichmäßig innerhalb der Melanosomen verteilt
sind. Dieses Elementenpaar weist eine starke positive Korrelation auf, wobei der
mittlere Zn-Gehalt 20% über der Ca-Menge liegt. Vergleicht man die Verteilung
von Cu und Ca, so stellt man eine starke positive Korrelation dieser Metalle im
Randbereich der B6-Melanosomen fest, wohingegen ein schwacher negativer Zu-
sammenhang im Inneren der Organellen messbar ist. Dieses Ergebnis lässt sich
so interpretieren, dass die untersuchten B6-Melanosomen über einen Ca-reichen
Kern verfügen, der von einer Cu-Schale umgeben ist. In der Schale sind beide
Metalle zu finden, wobei dort im Mittel der Cu-Gehalt doppelt so hoch ist wie
die Ca-Menge. Aufgrund der starken positiven Korrelation von Ca und Zn sind
die beschriebenen räumlichen Verteilungen auch für das Elementenpaar Cu und
Zn gültig. Eine Untersuchung des Fe-Signals hat keinen signifikanten Unterschied
zwischen dem Untergrund und den B6-Organellen zu Tage gefördert.
Im Fall der untersuchten D2-Melanosomen bietet sich ein differenzierteres Bild.
Während hier analog zur B6-Probe eine sehr starke positive Korrelation von Zn
und Ca messbar ist, offenbart der Vergleich von Cu und Ca zwei entgegengesetzte
Muster. Zum einen gibt es Organellen, die, wie bei der B6-Probe, über einen
Ca-Kern samt einer Cu-Schale verfügen. Zum anderen sind D2-Melanosomen zu
beobachten, in denen eine starke positive Korrelation über die gesamte Organelle
hinweg messbar ist. In diesen Objekten ohne sichtbare Kern- und Schalenstruktur
findet sich ein im Mittel 20facher Cu-Überschuss im Vergleich zum Ca-Gehalt.
Aufgrund der starken Korrelation von Zn und Ca (im Mittel 40%mehr Zn als Ca),
können die beim Elementenpaar Cu und Ca gemachten Beobachtungen auf die
Metalle Cu und Zn übertragen werden. Die Auswertung des Fe-Signals offenbart
keinen signifikant höheren Fe-Gehalt innerhalb der D2-Melanosomen im Vergleich
zum Untergrund.
Man beachte, dass die Datenbasis der D2-Probe (zehn Organellen) um einen Fak-
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tor fünf größer ist als bei der B6-Probe (zwei Organellen). Somit kann nicht ausge-
schlossen werden, dass die beobachteten Subklassen der D2-Melanosomen nicht
auch beim Wildtyp auftreten. Nichtsdestotrotz hat dieses Experiment gezeigt,
dass Melanosomen eine inhomogene Elementverteilung physiologisch wichtiger
Metalle aufweisen.
Der Wissensstand in der Literatur zur räumlichen Elementanalyse in Verbindung
mit Melanosomen ist hauptsächlich in der Paläontologie angesiedelt. So konnte
anhand von Fluoreszenzkarten der in einem Fossil erhaltenen Spurenmetalle Cu,
Ca und Zn das Federkleid des Urzeitvogels Confuciusornis sanctus rekonstru-
iert werden [218]. Dabei diente das Cu-Signal zur Bestimmung der räumlichen
Melaninkonzentration und damit der lokalen Farbintensität. Eine weitere Stu-
die, diesmal auf kleineren Größenskalen, untersuchte die Elementverteilung von
Melanozyten auf zellulärer Ebene [27]. Die Autoren konnten zeigen, dass unter
anderem Melanosomen in Hautkrebszellen für deren Resistenz gegen zytotoxische
Medikation verantwortlich gemacht werden können, indem der Wirkstoff in den
Pigmentorganellen eingelagert und so vom Zellkern ferngehalten wird.
Das in diesem Abschnitt diskutierte Experiment beweist, dass die räumliche Ele-
mentanalyse auf Organellenebene interessante Ergebnisse verspricht. Es ist be-
kannt, dass Ionen, der Metalle Ca, Fe und Zn bei der Melanogenese [226], und
darüber hinaus bei zellulären Signalprozessen [227], eine wichtige Rolle spielen.
Mit der Aussicht auf Röntgenfluoreszenzmessungen unter kryogenen Bedingungen
und einem Fokus im Bereich von 10nm,13 könnte bei nachfolgenden Experimen-
ten ein detaillierteres Bild gezeichnet werden. So würden die in der Literatur
sehr genau bekannten Strukturinformationen um eine zusätzliche Wissensebene
ergänzt werden.
13Ein entsprechender Experimentaufbau am neuen Strahlrohr ID16 der ESRF in Grenoble wird
im Jahre 2014 seinen Betrieb aufnehmen.
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Die Augen sind wohl das wichtigste Sinnesorgan des Menschen. Die Komplexität
des Auges macht es allerdings anfällig für Störungen. Eine davon ist das Ab-
sterben der die Iris bedeckenden Melanozyten, was zur vollständigen Erblindung
durch das sogenannte Pigmentglaukom führen kann. Diese Arbeit beschäftigte
sich mit der Untersuchung einer möglichen Ursache des Zelltods: der Fehlfunktion
von Pigment produzierenden und in den Melanozyten angesiedelten Organellen,
den Melanosomen.
Dazu wurden Melanosomen zweier Mauslinien, des Wildtyps C57BL/6J (B6) und
des Mutanten DBA/2J (D2), auf struktureller und elementarer Ebene untersucht.
Tiere der mutierten Mauslinie tragen einen Gendefekt, der zum spontanen Aus-
bruch der Augenkrankheit Glaukom führt. Die Hypothese lautete, dass bei der
Melanogenese involvierte zytotoxische Zwischenprodukte durch eine fehlerhafte
Kapselung der Organellen nach außen treten und die Wirtszelle vergiften. Diese
Fehlfunktion sollte sich in einer strukturellen Fehlbildung der D2-Melanosomen
im Vergleich zu der gesunden B6-Referenz äußern.
Abweichend von bisherigen Studien, die sich mit der strukturellen Untersuchung
von Melanosomen befassten, wurden in der vorliegenden Arbeit schwerpunktmä-
ßig minimalinvasive Präparations- und Analysetechniken verwendet. Die Etablie-
rung einer kryogenen Probenpräparation war dabei entscheidend. So wurde eine
Kryo-Einheit entwickelt und gebaut, um tiefkalte, vitrifizierte Melanosomen vor
ihrer Untersuchung am Synchrotron mit Hilfe eines optischen Mikroskops zu cha-
rakterisieren. Weiterhin wurde ein eigens entwickelter, modularer Gefriertrockner
verwendet, der es erlaubt, biologisches Material ohne Einsatz von fixierenden Che-
mikalien zu trocknen.
Kleinwinkelstreuexperimente mit harter Röntgenstrahlung wurden an in physio-
logischem Puffer suspendierten Organellen durchgeführt. Auf diese Weise konnte
gezeigt werden, dass sich beide Melanosomentypen strukturell deutlich voneinan-
der unterscheiden.
Die Organellen des Wildtyps B6 können in erster Linie als kompakte, unstruk-
turierte und glatte Objekte aufgefasst werden. Sie bestehen aus dichtgepackten,
ebenfalls unstrukturierten Subeinheiten mit einem Streumassenradius von 23 nm.
Auf der Ebene von zehn Nanometern und kleiner gibt es Hinweise für eine in den
Melanosomen vorkommende zylinderförmige Kleinststruktur.
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Im Gegensatz dazu erscheinen D2-Melanosomen als Volumenfraktale. Das bedeu-
tet, sie haben eine lockere, granuläre Substruktur. Der Streumassenradius dieser
Bausteine beträgt 31nm. Zudem wurde gezeigt, dass dieser Organellentyp auf
Skalenlängen von zehn bis 30nm fraktale, also raue Oberflächen aufweist.
Die Korrelation von optischer Kryo-Mikroskopie mit Ergebnissen eines Streuexpe-
riments bei dem einzelne vitrifizierte Melanosomen mit einem auf 400 nm×200 nm
fokussierten Röntgenstrahl abgerastert wurden, stützt das zuvor beschriebene
Bild.
Mit diesen, im Fourierraum gemessenen, Ergebnissen sind Realraumdaten kon-
gruent, die von einem im weichen Röntgenspektrum arbeitenden Vollfeld-Trans-
missionsmikroskop stammen. Die Transmissionswerte von vitrifizierten B6-Mela-
nosomen können mit einem Modell homogener Objekte erklärt werden. Bei D2-
Organellen liefert das gleiche Modell eine schlechtere Übereinstimmung mit den
Messdaten. Dies stützt das Bild einer inhomogenen Volumen- und Oberflächen-
struktur bei Melanosomen der D2-Linie. Die Dichte der B6-Organellen konnte
anhand des Modells zu 1,2 g cm−3 abgeschätzt werden.
Aufnahmen eines Raster-Elektronenmikroskops von gefriergetrockneten Proben
schließen die strukturelle Untersuchung ab und liefern ebenfalls deckungsgleiche
Ergebnisse. So erscheint das Äußere von B6-Organellen auf einer Skalenlänge
>10 nm gleichmäßig. Bei höheren Vergrößerungen werden glatte Auswölbungen
mit einem Querschnitt von etwa fünf Nanometern sichtbar. Die D2-Oberfläche ist
hingegen mit etwa 20 nm bis 50 nm großen, kegelförmigen Strukturen versehen.
Zusätzlich zum Aufbau der Organellen wurde ihre elementare Zusammensetzung
untersucht. So ergab ein Röntgenfluoreszenzexperiment mit gefriergetrockneten
Melanosomen, dass im Inneren des B6-Typs Calcium gleichmäßig verteilt ist. Kup-
fer befindet sich in den äußeren Bereichen. Dieses komplementäre Bild einer Scha-
lenstruktur ist auch in den D2-Proben zu finden. Allerdings gibt es hier einzelne
Organellen, in denen beide Metalle stark positiv korreliert sind. Das bedeutet,
sowohl Kupfer als auch Calcium sind gleichmäßig verteilt. Neben diesen Unter-
schieden gleichen sich beide Organellentypen darin, dass die Elemente Zink und
Calcium stark positiv korreliert sind.
Über alle Versuche hinweg konnten Unterschiede in Struktur bzw. Elementzusam-
mensetzung zwischen Melanosomen der Typen B6 und D2 festgestellt werden.
Dieses Ergebnis motiviert weitergehende Experimente mit einem verbesserten
Mausmodell, das sich vom Wildtyp nur in einem einzigen Gendefekt unterschei-
det: dem Verursacher des Pigmentglaukoms. So könnte ausgeschlossen werden,
dass andere Mutationen der D2-Linie für die beobachteten Veränderungen der
Melanosomen verantwortlich sind.
Das hier beschriebene Experimentspektrum könnte dabei um Methoden im wei-
chen Röntgenbereich erweitert werden. Die im Rahmen dieser Arbeit geleiste-
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te Entwicklung eines Mikroskopsystems mit ultralangem Arbeitsabstand für die
Vakuumkammer HORST sowie die computergestützte Charakterisierung eines
Transfersystems für kryogene Proben ebnen den Weg zur Kleinwinkelstreuung
im Wasserfenster. Die erfolgreiche Demonstration einer ptychographischen Re-
konstruktion eines vitrifizierten Objekts mit HORST verspricht zudem komple-
mentäre Amplituden- und Phaseninformationen einzelner Melanosomen. Erste
vielversprechende Versuche optischer Fluoreszenzmikroskopie bei tiefkalten Tem-
peraturen mit der entwickelten Kryo-Einheit eröffnen zudem die Aussicht auf
einen erweiterten korrelativen Einsatz röntgen- und lichtmikroskopischer Metho-
den.
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